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-^^^^'"^yy^ThL mit verbesserter kndi^el- lind/oder knochenindu-^f^^**^ 

' zierender Aktivitat " 

■ ^-^^f^iev. .... 



Die "v^^ Erfindung betrifft $feue verbesserte " 



^■"Verbindungen milr ' to 



■^knocheh i ndu 2 i e r ^Tid^s: ' 



und/oder" 

Aktivit:atr; • best'ehenci aus einem bder mehreren Mitgliedern der 
lb TGF^'"'*lJ^amilie, """^^M^l^^fee MP52, und einer speziellen 

^llographisch phasenreinem 




Herstellung dieser- Verbindungen und^ VerJS^S^ 
von Erkrankungen die dBii^JS^xp^l . v 




.^as sowie. : ^ur. - BehandXtmg -^voii " Sfchadigangeru des^ '-Knorpfetl^S^^ 
_ Knoc henge webe s'^^'" ' ' ■ ^ ■ - 



' msm 



^- r Viele -WsK^rhmriitftsf a der TGi^-B-Stiperf atnilie sind fur 

einen weiten Beireich ^ medizinischer Behandlungsmethoden und 
20 Anwendungen, *^;die insbesprid^re^^^^^^^^^ und 
Gewebewiederhersteilung betref f en, relevantr. p^jj^ v^-- einien- 
_ V — .,_uberblick uber Mitglieder -der TGP-S-Superf amilie vgl : 2^. B . : 
- -Itobertsv A.B, &--";,Spomv - MVB: Handbook ^ of 

.^^-^ '^Eh^rraa^ology 95 51990) 4.19-472"r'^Si^el^e^^ Genes 

25 Development 8 (1994) 133 -T46 und die darin zitiert^ Xiteratur . 
- Zu den Mitgliedern- zahien die TGF-JS Proteine';' wie das TGF-Sl, 
TGF-S3 ; TGF-S4 und TGP-S5 / vgi\ 2 VB . : "U.S. Patent 
. 5,284,763; EP 03-76785; U.S. Patent 4 , 886 , 7477T^5adiiS^nr L . et 
„. -... al .', DNA 7 (1988) 1-8; Derynck, R. et al . V ^~:emBO' aJ. - 7 (1988) 
. V 30 3737-3743; Jakowlew, S.B,- et al . ; -^Mol'^-End^r:-;;;^*^^^ ^ 
- - 1195; : Koridaiah, P;. • et- al.-/-:Vij; i:S±bl; Chem. 265 (1990) — rOS9- ^^-^^^-^ 
1093 . -Eine weitere Unterf amilie bilden die - Aktivine/Inhibine """v*;^ 
mit den . bislang bekannten Aktivinketten SA, SB, fiC und SD, 
— ^v-. vgl . z .B . : Mason, A.J. et al . , Biochem. Biophys . Res . Commun.^^^ ^"^^ 
2s 135 (1986) 957-964; Hotten, G. et al . , Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 206 (1995) 608-613; Oda, S. et al . , Biochem. Biophys. 
Res. -Comm. 210 (199^i 581-588. Auch GDF- 12 kann aufgrund -"^^^ 





s Izihlbine, die oJTi^^ft^aaeiiJLld 

Vergleich zu Aktivinen aufweisen^ J^Si^^^^^^^^ 





- 8 - (dp- 



11, BMP-12 und BMP-13 zahl 

sc i ence 24 2 ( 1 ^M)^-!^"^^^ 




■ . f ... caii.fi':aii|iO:2S6- 




S-Sfe Irei&j:^,., .Hot t. PTi 

-is 

^^^^^ 






^ 






Res\ Commun. 210' 



'- €70-677; WO 93/09229; EP -0 -626 451 ngr^ -™ ' 
"Mitglieder inf besondere aiis ' den - 
BMP- und^l^OE^^Ta^ -^^nojcpfel ■^^'^ ^^' ''^lEj^"::. i 

und/oder knocheni;3^as^g??^3c^^^ Potential aiifyeisen^ ;^obei- atoe-r * 

auch Mxtglieder'^^^i^g^^^jd^ . 

mit weiteren TGFrrfi^^^ die : 

A(hx:>(::h^nh±ld ? 

et al. , EndocririF^fet^]6 — ^l-St^l^ r^S^^^ al . / Proc . * J 



Nat 1 . Acad-.. >- S c i.--^i 



a^Ma.99Q) 2220-2224; Wozney et ai.-, ttoir 




93/00432; WO 93 / Q3.^^%^^M^>^Aj^ 
WO 94/15949 f ' WO ' g S^^^J^^ ^^rWO^ 9:5l^ 
e i nz e Inerr rP^i 
Verlauf der- Kno. 
aus zugehen , daS di<Si^ 





3^©^B^X2^gej3^.v4,s^:^^ ! 
^a^ift^qn \rja^T^^^^^^ Proteine .^-^^ 7^ f 

^^'^^^mrt e i lhaf t . f uj?J-fl5?^^p*iag^ _ der Knorpe 1 und_ . _ * 

Knochenindxiktio: 




rtig^-:Protein 



dieser Erf indungg^gl^f aSt^ 



In WO 93/160337^01 



D^4€lh3 -1^^ 



^£:d:^^Ji^ d^ DNIlK:;^ 



imd Proteinsequerl^^^^^y-i'roteixlen d 
dem MP52 und MP121^:^ j>e-sphrieben^^^^ 
das bereits oben ^g^ajij^^^ SC^. 
Interesse ist 'imB^m^g^amrrT^^ 



Insbesondere . von 



genannt) , fur 
knocheninduz i 





' Berei/ts 

B Potential nacEg^wo^^ ye ^ien/ fko^^ 



95/04 819 \ind H6tt!^en-.^t'-a3K--Growtlt*^FactprS;- 



Die Mi tgl i eder d er ^>?^F -g Bllg^e^f ami 1 ie V " die^'eiTr Tcnbrpe il "^^^-^^^^^ 



und/oder'^ knochenJL^^^iij^i^ei^ ^besitzen, , zeichnen^ 3""^ 

sich iiTv rei fen--;^tjeri:7ri^ holrer-T^inosaur^omoi^i^ ^us xmd"^-^^^-^ -^^^^ 
besxtzen, die fur„ .^F-iS Supexf^a^^ 
eieben konservierteriV Cysteine . Mitgl ieder 4re&e^^ 



liegen in ihrer aktiven Form nortnaUerwei^e^^^'J^^ 




' 4 



.Aind/oder heterod%ga5«_~ vor. Das knorpel- und/oder 

knoch^iuJaduj^ierieii^^,.^^^ dieser Proteine. wird meistens 

au€ irxerten Tra^lrttetrices , die selber kedjaexlei knorpeli^-;. 
und/oder knochenlTS^ierende Wirkung aufweisen:, nachgewiesen. 



Bereits in deji^,_ 60er 
-For s Chungs arbe i t en-.,. . liber 
Calciumphosphat --^j^r^i 
Knochenersatz (r' ' * 




zwischen den c. 
biologischen Ei 




Jahren - begannen i^jLens ive 
die ^.-^JSinsat zo^ von 
. : f ur^™~-^^_^ 

Oral Surg. 32 (1971) 47) , denen-^. 

Verbindungsgruppe ^ ^zu^ dem 
^ns zu Gruhde lag. Sine .der 
cmingen uber die ^ Zu sammenhange 



_ i^Si^tai^-?,4i"an»e tern und " 'dM|?^i^^,v . 

15 Bat telle ^^stitutfe^^tarchgef^^ 
Orthop ^ 



Hierbei 




wuraen G 
Verhaltnissen dur 
^xi keramiacbe Implanta^] 



118 ( 1 :3.2B^ una^^^^g^bJ^^m 




jS^»eirB^?*ahren als grariulare und stuckige 
en hergestellt und im Tierversuch 
iiErgeixnisse di e ser S tudi en las sen 




sich wie f olgt z^y^saiK^^ 



(a) 



Calciun^Lfeosphatk^ramikeiv- Vixia^iialb ^. b^stimmter 

Zusammensetzuijg^igTT .zexchnen s ich durch ^ej.n^ ^^;he^rypr:?age^^^ 



Gewebevertriig^O^Sibkeit . gegem^^ Kjiocben soils-, 




30 



35 



^^^^l ^ i)a.s Op^ffl^p^iKSi^iSiwebev kortzentri'ert 
sich auf Kef^lJSin rai^^^^ CaO/P^Os'Veriialtnis wie 371, 

also auf das Tricalciumphosphat IXTP^ Ca^ (PO^) a (bzw. in 
keramischer Formelschreibweise icaO-PaOs) und den 
Hydroxylapatit:^ .(HA)- selbst , also [Cag (PO4) 3OH] , der sich 
ebenfalls synthetisch darstellen lasst. Dieses Ergebnis 
• ♦ist- folgeri«;htig^ da bekanntlich auch die Zusammensetzung 
des mmeralis^hen Knochenanteiles mit seiner wichtigsten 
mineralischen ' dem Hydroxy lapat it diesem^ 

Verhaltnis ih etwa entspricht . Obwohl TCP und HA eine 
ahnlich chemische Zusammensetzung besitzen, unterscheiden 



5 - 



sie sich in . "ihrem Loalichkeiteverhalteh: und anderen 

physikalischerj Eigenschaften, wie der Dichte und der 

*^ " -'^^ : - ' ■ ■ ' 

Festigkeit, . .gtrheblich,., voneinarider . ''Hiervon hangen 
* -"^^ 

naturgemaS auch die moglichen Einsa.tzgebrete ab. 



10 



X5 



-20 



(c^ ^ Die beidenjDptimal biokompatiblen MoSif ikationen des 
TtiQ^5,iump (d.il. die met^^jtibileV^l, 

,Hoqht;empej:j^g^^^di^^ a-TCP .und besonders^. die 

stabile Tief temperatiTfTnodif ik^tion ^S-TCP) und der 
Hydroxylapatit. HA sind-mehr oder weniger biodegradabel , 
d , h.^ s i e werjdg^-^^^^^ Ijager mehr^^oder_ weniger : 

sclirieiT*"'^S^&^^ Eine aiisgep^^gt^ 

B:iodegra.dab3-lxtatr. wexs^en, nB.c^h.::'R^m^€^^^ J. "* 



2^ .119911 63./ la- v una" 



baologisx:^hen:::r_Wil:£^ 



25 



Materials. Sc::i 
unterliegt. im 

geringeren RBsbTig^t,iari^^<^^^ im ID:iQcK§nX^g0X_,^^^^^ 

erfolgt nach .Untersuchungen mit r-adioakti^ dotierten 
Implant atmat^rd Schuster, * Heide et . al . , 

(unverof f entlV Ber . des Battelle Institutes Frankfurt) 

1 ^^lel^r *'^"5?liemische^^ 1 Lpsung / und. 

Vers toff weQhselung der Losung^parodukte erfolgt ohne 
Beteiligung knpchenabbauender" Zellen^ wShrend die sehr 
;^d.el_3^ngsamereuSesa^ des Hydroxy 1 apatites mehr auf 

der , spezif i^chj^n Le,tst:ung knpjchejia^bauender Zellen 

(0§t^pklast;e3^|,^;^'5:uh^ ■ . " 



30 



(d) . .-Die biokompafeiblen CalciumphosphatkeramilS^ auf der 
Basis von TCP und HA werden im- Knochenlager weitgehend 
ohne ^ bindegewebige . Abkapselung integriert , ,wie in den 
70er Jahren u^'tav V-on -der genannten^Battelle-Arbeitsgruppe 
i-m Tierexperi^nenfe^ «i.nd3?uGk«w>li JaaLegJt werden Jconnte.. Fiir 
diese herausragende Eigenschaf t- hat man damals den 
Ausdruck "Bioaktivitat " eingefiihrt. 



35 Im Zuge der weiteren Entwicklung der vielversprechenden 
Calciumphosphatkeramiken erwies sich eine detaillierte 
Kenntnis der komplexen . kristallchemisqhen Zusammenhange des 



.Ji*:-- ........ , V - ....... , 




. . . ■ 





Leider 



ist 



noch dTnmer zahrli^feichen AnwHTidet^ri 



ung ^li'r s I: oEeriV Tnsbe 

■ " 



5 fur typische temporare J^wendungen ^^w^^ ■^■■-^■^^^<',- 




5!r*^^^ribaxger , " Ber i chCe der DK^^'ST 





?^TOP ^ ^ ^^%^^^^ ri^r^^^^ ^^^^^^^ 



■^•"^rtr^ . . - 7 _ ' ^ 

z.B/ .^^.'in mit • der Beschichtung ' voii"''^J; 

Gel^-^endoproth^sen, bei denen m^a.einen direkten Kontakt des^r^"" 
belajsteten Knocfe.^iagers mit dem Metall„pd&r anderen" inerten 
. Materialien vermeiden will . = , ' . '^r-^^''^'"^'^^^^ '^^f" 



S Der vorliegenden .Erf indxarig liegt .„die ; Axjif gabeV 

.... ^^xrjbjjxdwgen^ be^ 
^ : - : ^ ^ - >^and/pdei^ Aktiyitaten in Saugetieren; und . 

_ r insbesondere ; Priimaten^^ aber .jaicbt 

; ■ 10 ' odg^f^'' -i n • TnfigT t ^"^^^"^^^^^m^^g^ TTmFamg die Nachteile der bisher' - 




'"---vefrwemde en.,, . Spl,ghe Verbindung^n.. ^gllen. 



len be t r e f fen ^ .Ufi5; ^ f^T'^^-^^^tS^^^^Sj^ V 



Knorpel und/oder Knochen betreffen , ^ _ 

_ einem Verlusfc ' an- KnqcherisiiJ9SCaft^^j« 

zti beschieunigen/ . 




' ^ ' geTost durch ein bioaktives * ' ' l:;; 

ImpXant.atinataraal. :f to Knochenersatz mit Knorpel- und/oder . ..'^^i. ■ 

20 Knochen-blideiidexr . Aktlviiat ' besfceJiend;^.-ans "zir^ 

xind B*.™ welches. . als Koraponente A ein knorpel— und/oder 

- -teiocheninduzierendes Protein "dder Proteiiig^miscix' und aJ-s '^^Xp^' 

Kompohen1:e B ein Ma^:rd^mate^i'a3t:~^^^ 

> . , welohes . selbst. osteogene ' AktiAT'itatf ; be&i B 
:2s aufgebracht ist Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung sind 
in den Unteranspriichen .beschrieben/- - -insbesohdere wird ein 
>--^.*^>*Mafcerial bereitgestellt , di^S_,a\is den zwei KomponenEeh A und B 
besteht, wobei A ein Protein oder Protei'ngemisch, und zwar aus 

- t • :einem oder mehreren homo- oder heterodimerdn*'T>i:6teinen der -^^'^ 



'30 TGF- S- Super familie mit knorpel- und/oder kn.o'ch^nijclduzie'render 

Aktivitat bedeutet^ ,,^und B .i-eine*' osteoinduktive Tragermatrix t v 
^ bestehend aus vorzugsweise biodegradabler_ Knochenkeramik, 
besonders bevorzugt aus Of- oder ,,j3-Tricalciumphosphat-Keramik, 
— "iDedeutet. A.J-st 'dabei an B assoziiert, ohne kovalent gebunden. " 
35 ZJ4.- sein und kann z.B. wahrend des Knochenbildungsprozesses .^^^v^:: 
langsam von B in dem MaiSe freigesetzt werden, wie B dem^^^^^^ 





ed r el ea sB T* ^ ^ 



;.©er :r^Segr i f f '* Pr^gan^, der ^ TGF-B- ggt; 
- -das im reifen Anteil' die ""^ifiaralcta 



^^^^^^^^^^^ 





Prpfcerfisegue^ sXq^'J aus 




iiteninen ; J . Umfl 
Homodimere der genannten Proteiiae . aber, 
verschiedeneri " FafffiXienm^^ 

— ■■ ■-■-••'ill "" '*' ""^ » .I'll t^ m II ^.m«KfAEi^.-w.mtAM^7^ 

^ ^ ^^ ^ ' '^^ 







VPro pept i-dant e i le yQ^^nderen H 



Protei^ne umf aSt "sil^d. .Die ents^^chen^Jin^'^^ 






ver^^hiedenen Sp) e-2j ge'S , wire 

der ^ Technik .'77 
2 5 Glyc'asy 1 ierungen '^^^^^yfiospiiait'£# 



Ver e s t e rung mi t Fe^tan' modif i''^'ier^t'^'^€i 
.Brdingii 
Ak t i:yditStI>7ex 




—3^0- In -einer bev6^iz.y:gteii ^~ Aus£^^ 

Erf indung ist A -eibn~-P';rp t e i n-ara'S^^'<3t^W^&^^^^^ 

--^ >^miii^-~ - - - - ■ — — ^ 



em 





• - 10 - . - 

. :v>ciieTi reifen ikt^^^v iiiid geg^benenf alls weltere f uiifetiohel-le : 




ID NO . :r 1 -ge ze i gten Pf ofc einsBquenz 



(b) Telle des ^^^B^^^teils "^^^ -im 
wesentlichen Sxi^^lbe Aktivitkt atUIEW^Si^feii;^^^ - 
rexf e Proteinef^' ttrS^^erahderte^ N^ermxntis ; - - - - ~ . : 

(c) Telle entsprec|Len^_ (a)'' Oder der" ' " ' 




I jisbe sbndeire'^ 



-MP52 Oder f unktione^fe^^ffifMl^^ 
-aktive -Form vQT«easWStSfi::-.alB'^ 
bevor^ugt sind f iin5?pPi^Hf^T1&±l 



25 Fragment e, die mi'ii' 




^;den Bere.ix:h;^er;:^,g^ 
Cysteine., enthalteriv^^^^^^!^*^^.- ■ 




Eine 

o s t eol ogi s che n 



30 einerseits ohne schadliche GeVeber^: 



Abkap&e lungen , 




Knochen integriert ;^erdi^^^^ ui:^yaxidef erse^^ 

Auf wachsen von KnocS^^ "^it^'Bzw 
Lantats^ stimu 




in die Oberf lachenstruktur des 
w^; elgent 1 iplie 



,ar-3^a^crmatrix il^^^ef^d^tt^^: ^iM^m^^t^f^^i^M 

- klinis<:h nachwex st^^^ifeSBffe Stlinttil ^^^^ ^ Krii&abf^^ 

zust^Tide kommt . Fur" aie erf ^^^^ 



^v-' -Tr-agermSt3flx (wie _4&vB . C^^ axif ' der Bas-is,. von Trical- - - 

ciumpliosphat / insjjesq^ von /3- ' und auch a-TCP, liegen . 

/ktinische Erfahrung;Si vor. Eine herausragende 'Stellung beziig- 
,lich' Bi-oaktivitat 'oa^V Osteoinduktivitat himmt das phasenreine 
5 und df-fen mikroporose /8-TCP ein, '•welche^^''-al^^ die 
^ - vortiersa-gbare chemische Auflosung * "Tni -Itooc^^ ein ™" - 

t igkeiti ^^iaelfcragjfe^ wS%ii^©trrat^- ^lEiir : dlir^@Kt^-^ — ■ 

blastentatigkeit cii^ntT Verlauft die cheTnische" Auflosung oder ' " ' 
10 Resorption der Tragermatf ix simultan mit der^Primarphase des 

- Knochenaufbaus ( '^ Vu^ ^ SffiSo^^ T^, ^besteHt die hervbrragende' ' ^ : 

Moglichkeit -^ex-^W*!?^^^^^ — ~ 



de s umgebendeta ^ ' 




Abwesenheit unstochiometrische: 
15 ' render Nebenphas^; Fur phai^enriexnesr-'^^^ ' 
wiesen ,werden, ; . e^.-^lst^ rxiati^ 
. wdrksam\ Be Bonders .v,- bevorzugt --sind- ■ kristallographisch 
• -pha^^ft^^^ftter^-t^^^ mit einer 

interkonnektierendfen\*'14f)^"6pords^ Bereich von 20-60 % ' ~ 

' 20 ihres Volumeris , ' iti^eirner beisondeirs bevoiertrgtlsn 

liegt die PriTnaxkorngroBe der kristallographisch pha^^enreinen - . ' 

Of- Oder ;3-Tricalciumphosphat-Keramik im Bereich von 10-40 Txm. : - 

_ In einer , we itrereii^^TOrzugten- Ausi'f^^ der Erf indung 

- liegt dieses. imj^l^n^aE^ inji2:ierbaren 
25 -^Suspensioji^- vpr . S^Sy^ das , - 

Material minimal -invasiv zu applizieren . Dabei Verursachf die 
Suspens^ipn _ diesert%%te f ur die ' medrzinische Anwendung 

_ geeigneten Flussrigkeiten wie Wa^s^^^^ Plasma und Blut, 

keine Riesenzell- - oder Bindegewebeinf iltiration * in das 
30 .Implant-at ■ ' — . . . ^ . , • ... .... v . _ 

Der wesentliche - Gegenstand der Erf indung ist also ein 
Implantatmaterial .'^^s- zwei Komponenten A und B^ in welchem die 
osteopoetische Wi'irJc-ung der Komp^Sliritre - A durch eine 
35 osteoinduktive "Wirkung der Komponente B synergist isch 
verstarkt wird. Der Verbindung liegt die vorteilhafte 
Kombination von Wirkungsmeohanismen zweier Komponenten, d.h. 



knorpel- und/od^r; knocheninduzierendes . 1' Protein oder 
,Proteingemisch u.Q^,ljQsi:eoindukt.iver Tr,agermatrxx zugrunde . Ein 
solches Brfind[t^^sg&ma.&B&>'- Implantatmaterial vermeidet 
kontraproduktive Effekte gegenuber der osfceo^oe 
der Proteine A, den manche biokofnpatibler abeir nicht bioaktive - 
Implantatmaterialien_2eigen . So eignen* * sieh .3^3^age2rmaterialien ' 
wis, HA auf . Grund^;i^^g|||f7^^^ Biodegxadabiiitat 'o^fc^^ 

zum Einsatz.:, ejjQjgS^^^^^gfe^^ OsltBOsyntfi^ 

biodegradable Trag[erkex:aiii^^^ wie ^hosphatglaser . ^ und 

metastabile Phasen"^t2w, Phas^n^^em der" CaP aber auch 

chemisch. '^^^^^^"^^^^^^^^gg^ welcBe : z\ B aua. Korallen 
gewonnen ^'^^^^riTT^^WS^&^^^^M^t^^^ s chon durch die Aktivierung 
von Makrophagen odef/imd Osteoklasten kont|^^^^^k£^^^aju^|.^^^^^^^^ 
Pro t e in - s t imul iert e ps tjeosynthese . _ f gf^^n T'^.T;^^M^^ ^^^^^ ^^!^^^Z..-^^ 
Belegung der MatrTLoM^rf 

■ phy^iglo^^Qfci.,,:in^^ J^^Mf^Ci^E;^ of f din wie." tjoij^^hS^^^tc^ 
R«^rptioAS-_Jj^d^^ Bioaktivit;atijs-li^ 

"Uberra3<r-hen-derwe^ sich, Mischungen von 

Tragermaterialien ai^\ def^^^ von mikroporosem phasenreinem 

TCP, vorzugsweise'^^C^^' rotem Knochenmark 
Oder Blut, trot z der erheblichen Belegun^^ 
mi t Proteinen^ als Qsteosynthes^ - f ofdeirnd. ^^jSomit - stelleir die 
erf indungsgemageri;r^1Sj^laatati^^ eine Optimieriing 

d-iesjer, Bef unde dg^x,^ TCl^^^ ^ MatrixbeJLegung mit der 

Proteinkorriponent^^-^^w^hrl^ den Erhalt' der bioaktiven, 

also ei^enstandigen osteoinduJctiyen Eigensehaf ten der 
Tragermatriji;,^,^^ von dieser durch ihre - 

interkonnektieirertidi^^^ in dem 

MaSe freigesetzt uAd damit biologisch wirksam, ; Wie es dem 
chemischen Abbaii^^ ditr am Implantationsort entspriclit. 
Das erf indungsgemaJSeLrXJSLteopoetisch wirkende Protein A allein 
vrtirde ohne die KondDinatioJO. mit einer geeigneten Matri^c durch 
Verstof fwechselung^ Abtransport durch Korperf liyissigkeiten oder 
ggf . Phagozy toseH?: , die, , biologiBche Wirkung am 

Implantationsort verlieren.- - Die^-^ Phas«nreinheit der-- 
Tragermatrix mit def inierter Mikroporenstruktur gewahrleistet 
eirie vorhersagbare Resorption und damit elti "controlled 



re lease "\ aucJ^^,^^^t_;Prote^ A . Eine soIch4 ' 



5eziehuhg"z wis Chen - Matrix 3 .un<i_ Protein A stellt;.^^;:.., 
zWeif eisf rei ^Ase. synergistische ' Wirkung^yerstarkung^ der . 
' beideh Kbmporierifeer^^ dar . 



Ein weiterer Gegenstand -der . .v^rliegCTdfeji^:: 
^/&;c£Bj^^n_ __ zur He r s t e 1 lA^ng-r- - idBT^^^ 



einem phYsioio.^j,s,cii imbedenklichen/ *mit* '^a^ 
Losiiiigsiti 





in und/oder auf der mikropprosen .StruJcl^ 
wird. . ... 



chenden Losungsmittelgemischen in 
bi bkompatible^^ Matr i x „ B so, 



j »ja^,,f,)t3;tf1 l| ^i^,<^ i yi l ^ 




Inf Orrnationen -^^zur He^^^fc^^J^g^pg-^^-^^ 

-Superf amilie, der©xi_Expa:.ession . in geeignet«i^;.Wirts2;eilen und 
-iReij^ii^y^fcg^^^^ : . _den zahlreichen*' ' bereits zitierten 

Pubiidcsdcioriea'^^^U^ zu entnehmen,* .JnsJb^.s^^ 



verwiesen seiTi^!3i3^ii^ fiir die Bereitstellungr""^.QtiyM^^ 
akti^n Fragme^a^en daA^^n auf^vdie^ WOr 9Sv&^l^^ 




19525416.3 sowie auf Hotten. et al. : (jSro^lt^ (X996) nP^^^S^?" 



Erfolgt die Herstellung der ^-P:]^ot-^ine~ rin. B.aJ^t^>4-en/ -wobeir die 
Proteij:ie , . wie e:S' z • B bei MP5'2^^-der • Fall.:^^iH»fe^---4m-- Form von 
Einschl-uSkorpern : ( " inclusion bodies " ) voriiegen, werden " sie 
na©lv-a.^a^:--^-sich iMtfcae^t^s^- I^thoden renat^^ das Protein, 

beispielsweise MP52, in einer aktiven -^orm^-zu erhalten. In 
E .ooli -expr.imiei:^e----^¥*52^-^hnli'^^ elnem 

-aktiven Protein -z^^uekgeiaiiijeA^ Kr^iegiste±n,--K. et 

al . , J . - Neuroseience Res:« 42 .: tlS95 ) 724-732 . Genaue Verf ahren 
sind auch beschrieben in der japanischen Patentanmeldung Hei- 

. 7 {"95) -93;664 - sxwie ; in dex.. 'DE . 19525,41i&..«S^„- .Wj^ltere / eigene. 

TJntersuchungen sowie Untersuchungen von Ruppert , R. ; eii^., al . 
(Eur. J. Biochem/ 237, 2 95-302 (1996) ) habe^-^r^ dafi z.B. 



Zur 5Iers tie Hung '-der Tragermatrix B kann das f olgende Verfaihren '^^^ 
nach . DE 3 8 * i 0 ' 8 0 3 C2 ve rwende t _"wer den " ^ K(^^St^BriB ~^ ^ 
stochiometrische Mischungen von CslCO^ * iirid ' GaHP^^^"-wei:3e 
entsprechend dem Zustandsdiagramm ( Phasendia^rammUji^l 
CaO und P^O^ (Tr6mel, Stahl und Eisen 63 {^S^t^ 2^ j ^^TC^'' :^ 
Chem*. Soc. (19-&1 V' ' 4442 ) in kompaktierten ^^'Form^^^ in ^ * 




10 verisc^iederien 

weirde" 
der 



Sinter synthase der 
Rekompaktierung im Fall_ 
15 Pelletisierung pmr?FaJ.l—d^T^^^^^ 

Sinterprozesse werden bzgl^, Zeit 



Intertemperaturen bis 13r50 °C 
.system Wasser und COj entzogen 

ZerkleinerufS 




gef uhrt , 



daS 



.ii:^^:^;?^^^ das Tet^'sc-Calciumphosphat - 



-'^^einroselts^^ das .l^i-CaTcitimphosphats andererseits , vermieden 
20 wer-den * Metas t^i5±l:e Phasenr des t^rrncyd^^^^^jgfa;, 3l:abi3<^ ^--^l 
Ca3 (P04l^2^ Oder )8-TCP konnen je nach VerWenc5ungs2we<?k^^^ d 




Lenkurxg der Sinterprozesse entweder gezielt vermieden oder^^^J^v^ 
gezielt koexistreni: gemacht 
r^jiargestellt werd^i'.' 



odeir- gar '^aiia±ii^^=^TO3^^ 



25 



Bine homogene Einbringung und Verteilung der Komponehte A im 
iss^^^^orengef lige - der Tragermatrix B isetzt einige 
Vea?£aiirensprinzip±Ten voraus, die eine solche Verteilung - 
erm6glichen, ohne dafi die Komponenten selbst . durch die 
30 Proseese verandert werden. : . .^ 

So ifift ohne weiteres verstandlich^, daiS eine Kombination von A 
_ mit B simultan zum keramischen Sinterprozess wegen der hohen 
:r.""':'Pro2^sstemperaturen unmoglich ist . 



35 



Moglich ist dagegen die Penetration der mikropor6sen 
Keramikgef lige, sowohl Formt^il^ als- auch Granulatkorner , mit 



ifr* von denial 





- 15 



.die Kapi:M:arkiraf te -^-de^ 
_ ^ ^jiairi . weorden^ . .Bel ^ -d^i^;^,^..;^:^^ 
Losungsmi t tel kc^t^^^atjurgemafi ; , Jiur 
die Natur der ^.Ket^^i^nten- und .^B;.^ des^^Blom 




KeraTh'i-lgl,^f tige . 




verandern. 

.unge e i gne t , we Icb^a ^^^w ar ^he rvQx-jgagande.^^^ 
• bsteo'poetische Profep,ine'-:\ „.si^n 
angreifen und ch^m^B0h^:y^MndBrn .Andererseits verhalt^, sich,.,^^^^^^^ 
10 Wasser :.jg©j:?enuberu^2^^ neutral / veririag ^^jedoc die ' 

. z'i^^V ^^ Wff WjB i lgriM WPglgHEaHBWigj^a^^ ....... 

Verteilung in der^ 




'V^>>^.^,^^|^^g^^|p,..,,,^^'^^^ 



entgegenstehen . 



15 




20_ 



E in Pen;e t rat ion^groz ess . .^.^.^^^^^^Tj^^ 
Los ungspha s e , we Iclie" '"'.xia 



ausgetrieben wird g.^^gto^^,^^,nf ] zu^-\ro^l^^ 
homogenen VerteilujiS,,^^^^ da- -^sich ^beim Verdunsten-- des 

Losungsmit tels an^dej::--.jQl>e^ der por^seii^ ' K^ f amik— ^ ei 



Stoff transport der^gelosten ^^Phase:;-Aran^I:ni^^ 
der Folge der Anreiqherung an. dext. Qbex.flaciie._-^e^^^ 



Eine Losung - f liie v -^diese koraplajse.,- Aufgabeng^ 



25 homogenen Dotierung^ der Tfag^gi^a^ 

erf indungsgemafi d]LKrcJtL^.^*.^-0^^^^^ Verf ahrensprinzipien 

bewerkstelligt wer^^ea^l^*«l,J...^ - 




Ent f ernung des'^'tjOSTingsmittels^riach Jkbkjufefei^^ 
erwarmten, ^- mif den_. Proteinen. - A "^gesa,t.tig^^ 
Hierdurch wird die Loslachk^it .,^^i^rw^^^ 



35 



Losungsmit tel unterschritten undoes kommt ; zur A^ 
der Proteine^_4m__ge^^ :Di:e' .Resls^lS^ung 

ve r armt dadux^ch v . an, ,Pro.t.e.in^ - . und....vr^^e.£i«,,^^ 
Anreicherungsef fek-t wird entspreciieri3'^^3ed^u^^ 
Moglichkeit ist , -duxch—den geringen--^eTnpfeMS^ 
natiirgemaiS sehr eingeschrankt=^i"V%aotee^^^ 







• V - ■ ■ — - ■ . i- rTF -^ 



man im Sinl 





. .... ; WirJ^iSmgei^ 
30 Oder aber, bei 

i ' ....pJimriii- 



en getestet weirdenr 




geget>enenf alls ^zxikiwnTnen ^-.rait ph^rmazeutisch wi'e physiologisch 
vertraglichen "Hji,;}^^^^^ und/oder .Fullstoffen zur. 

lokalen B^handlung,.,,^!^: Jiiaorpel- und/oder Knochen-Erkrankungen 
und/oder von Schadigting^n des Knorpel- und/o^^^ Knochengewebes 
verursacht durch Verletzung, Operationr, '.'"Degeneratid^^ 
^£lberSe3^^ ^ b^i ^vWLirbeltieren irisbesbndS:^ ' wie' 



•.■V ■■■♦^•'•'■ 




Mit den erf indungsgeTOSiSen Verbindungen Erkranfcurigen die'' * 1 

mit einem Knochenvar'iust: einhergeheh, "wie ~er z . B . bedingt ist 

durch - 1: Ai^r;^;:::;s^ ' ^'7 • 3: 

Prozesse , gezieTtS^Sri^tSS^M^ ~~ 

Schadigungen des Knorpel- -oder ' Knojchengewebes sxnS^-^Whkbar--^:!^ 
nach' Verlet-zTJtngen^;- ' Be^ 

Unfai^len/ 'tftrerbeia^stsi^^m^ 

ogerjLt ijo^ dH|^e}x^:H^^ 

nfae^'^'^''^^^ kiinstliche 
Bef estigungsapparaturen "^Sdeir nach . Resektion. von Tumorgewebe, ' ' 
auf treten . Besort^^sr*^ b^vorzugt i^t ' "di'^^* ' gezielte lokale 
Behandlungen yon ^ ^Knpc^ sind auch . die 

VerlangeiTAing vbn- -GlTedmaSen '^Vbn be sonde rem -I ^ sind 
auch AxiweSldungfe*^i£nps^^^^ Kief^Xber^ich r: wie~ -z , B . die 

Behandlung von" R^^ggafo^^^ im 
-Kief erbere^i-ch. A©5;si^daim^ dd']tf^'^5^;S1^^^^ 
Chirurgie zu f iridiefi, insbesoiidere' iir der pla^ ChiiTurgie" 
im - -Qes^4ahjt.ga3^«L^^ 

efmoglichen auch dS^e Fixierung zweie^^^ beweglichex. Knbch^ 
wie z.B: die Verbindung zweier Ruckehwirbel uber eine neu 
gebildifete' Knbcrhenbr^rKe^ ' z VB;. bei^-Bandsclieibehp 

von' Voirteil sgin^^r* k^nht;^^^"1Snfaf& 

Behandlungsmethoderi' f errier'^xm veterinarmedizinischem Bereich . 

-■^ 

Die Dosis liegt je _nach,. .Ar t ' der '-- Plro^^^^^ und in 

Abhangigkeit von der Applikationsart, dem Krankheitsbild und 
dem Zustand des Patienten im Bereich von 10"/ig bis 100 mg. Die 



- 18 



;.behLandelnden K^oc^^a^ ^b^w^^ ; " . \' 



. Bei der Verwendung: von groSeren- gepreSteil Ti-agerm 
5 die mechanische Bef estigung. durch- 2;B1 ' St^afeistangen " 
.schra^beb" notwendig;, - . . ^r^^^..-..-^^^'^ 




10 



Effekt durch Komls^iiiit^oii^^von Wirkungsmechani^m^e!ri/,, ^r2weier^ 
Komponenten in e'ineir ' Vexbindung, d-h. knorpel- und/oder 
knocheninduzier eiici^ ggE g^^^ Trfg^jnrjatrix, 



korinen sehr gu 



>CBehandlungen erreicht werden, 



IS 





20 



Ein Vorteil der erfindungs-garaaJ^a- I^apAaiita 
Mogl xchke i-fc^-^ 
knochenl-jidtizJjiE 



en ^ ;Pie^-1fi^tf ^ 

'l^lie^'^ "<^^ bei Patienten, 

verkur^te Arbellg&^Ttaa^sf Reduktion der' 
Krankeiih^^auf eSf^^^^kt^l:^ ^ui-^ * Foig^ " Ein werterer 

wirt schaf t licheig2^§i^ yi^X^^SSYPlls 

Behanrd^jaiiig::^. der ^V^iicsfcrankheit Parodontose,;. ;7 w^^^ ciem 

vorzexfigSii'^itai ^dmit 



tnoglicte^ . Zahnerhalt dem 



25 kostspi^el.i^e:p,.VQ3^?^^ Zatmersatz gegenub^.v 



Es . f o_lg t^^t^^j^;^ 




der S'lguren 



30 
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SEQ ID NO. 1 zeigt:- die 'vol~l«taTidig^ - Amines des 

Vorl^aier^fra*^^^ MP52 : Der Beginn 

des reifen Prote£i3:^ -r^^ der 

Aminosauren _361--^^^4^^^^^ bevorz^gt bei Aminos aure 3 81 

^oder 382. Der j^if e _|>rote enthait: die sieben 

kpn^ervierten ;C^i^^^«i^ ^^^^ 4 65 , 

466," 4 98 und - 5B£l^:.^t^^ -.T ''^'^"'"^'/'^^^^^^^^ 



- ■ 



10 



Sioaktives * Implantatmaterial fur. ..den Knochenersat^ mit j^*|p;^-: 
Knorpel- lind/oder Knochen-bildender Akt:dvit:at ,best:ehe 
aus zwei Komponenten A und B, 

dadurch„g*ekennzeichnet, " -2^??^^- 

:. daS A eln auf B aufgebrachtes, osteoinaktives -^P^if5t€ii 
^_pder " Prote'^^jigemisch ist und B ein MatrixmateriaX aus 
^"^^^^ 1 c i^^npho &^^ ^^^^^^we 1 c he s selbst osteogens Aktivitat 





IS 



Implantatmaterial nach Anspruch^^^ 
Oder mehrere homo- odef heterodime3^%>i^ 
Supe rf awtii'iesr ^ mi ^^-^kirotpei - — Tind/ 



Ak t i^±t:at:T "-vo^zugs w^-'P^^iS^^^^ 
Fragment e d* 




3 

20- 



=aahk Anspruch 



25 . 




30 



I mpx ant a t maj 
Komponen t'<?-' A * 

(al den reifen Anteil und 

f unktionelle T^teile'^'cler^ in' SEQ IB.;N0 -/^ 
Proteinsequenz enthalrtV ■ ..y .^z:-::,:: 

Teile^^^^l^s reifen Anteils von ( a)^^ ■^^xi>tha^U>> ^"die - 4m^^ ^ 
wesent lichen dieselbe Aktivitat auf weisen , ^^^ ^ t )^ssirw.}*m 
insbesondere reife Proteine mit - veranderten N- '^^:r^^--:'^^ 
Terminus^ - .-.^ 

Telle - entsprechend (a) bder (b) enthalt , die-^^^»i? 
aufgrund der Herkunft des Prote ins aus --a^ds-ren* 
Wirbeltieren von SEQ ID NOV' 1 ^bweicfftein, .alSer- 
wesentlichen diese^lbe- Aktivitat alif weisen, ; " 
neben Teilen des reifen Proteins gemaS (a), (b) oder 



(c) 



35- 



id) 



(e) 




(c) noch Telle eines anderen Proteins aus der TGF - (3 - --^f^^ 
Superfamilie in Form eines Fusipnsprotei^^^^^ 



neben monomearen reif eri Proteinen gemafi (a) 1 bxs v.;;;^^*^ 
noch ein Monomer eines anderen Proteins aus der TGF- >^*^^^#^< 





s 





noch mirid^-stens eln Dimer e ines ahde ren^^ro^ 
der XOa^/^i^erfatnilie entha:^t:^7v=:z-%^^^ ' ' 



i 



Imp 1 antatmaterlal nach einem.;.:der Ansp r-UG-Rj^ ^-^^^^^^ : 



Tragermat riK?4,^:2ms ' Tr icalciumphosphat - Keramik _ . bedeute t 



yfeal logr aphi s c h jm^ s ehr e^^^ 



welc.be . aus. 




'% ihres '^'^-t--^-^^ — .^-^ 



15 



20 



25 



knocheninduzierende Eigerischaf ten."bes'ii'z,tC.:^ 

^^^^^^ 



4 , wobei- 




Implantatmaterial nach - Anspruch 
biodegradabl^>T„-oder /.imd:^ Tra^ermatr^^^ l,-.aus 

kristall ogr apiii^s c h ^ , phas.eTir.e i ne3c'^'^^W^™'''*^H^^ 
Tricalci u mp hp^sp h^a t - K e r a mi k be d e u t e t , . de 'r e n ' ' 
Primark6'rrig3:*>ge im Berel'cfe-v^ i#^ 
e iner fiiT 'd;le - medlzitii s che_liAnwe 

Suspension in geeigneten Fliissigkeiten wie Wasser, Serum, 
Plasma ^.j;^^.^^-:-^..;^^^,^ v .*-Ikein.e^.u;-:/-5^^!^^ 

Bindegewebeinf ^Itratiop in .^.as- J^^^ - ... 



Implant atmaterial nach^^^^AEuspruch 4" oderl5> \.'Z,.I;^.iy,,' v. '-; 
dadurch g<&kemi:zeichnetor- - - - . . 

daS es in Form einer^^inj £zierbaren Suspension' 



35 



Implantatmaterial nach Anspruch 4/ 5 oder_6, wobei B eine 
biodegradable und bi'oakti-ve" - ^rr-;^ ,^t^ 
kristallographisch phasenreiner . -a- ;oder ^8- 
Tr icalciumphosphat -Keramik • ; vbedeutet.,^^.-^,wel>che 
kontrolliert retardierter jWeise. J "control-led* r^iea^ , 
dem Ma£e fireisetzt. wie B ^^6m_ chemischen ^Ab 
Knochenlager unterii^gt. - . . - • - 




3 - 



8, 



Verf ahren 7^^pHc;_ . Herst^llung - -e^i-ne^-- 
Itnplantatm^^p^*!© nach einem der Anspruche 1 bis" - ■ 
clemt^^'iai^^''V^^^^^l^^ & - Lo sung in e inem -^^plays io 1 ogi soh^^ 
unbedenklic^^^&it Wasser mischbaren LosunQ'^tttit^ 
in entsprecfie^riden L6sungsmiJ:telgetnisc die 
mikroporose ^ Sapc^&tur der bic^pnjgiatible **,>te.trix B so- -^ 
auf gebrachW/^i^ daS. eine^T^bnitd^ des^^ 
Proteins A-^iM^iupdi^ Struktur der . 



Matrix erre^' 



&jwird. 




er Verbindung nach_ArispxucK^ 
el bzw. Losungsmitt'elgefriiscli 



15 



ent f ernt ' wx*ra * ..^-^ i-^h-^^-^ -^^jci*;^* 



10 



Ver f ahren ^^^^^^€el lT^ einer Verbindung"" rl^cH":^ 
8 , T.T^v^z=>^ - «^ . cii ^^v,py:Sy:ipi:»-:a der. 
Matrix B 
pr^zipitier 




.25_„^ _ r^^gers iche r 




emit tei dureh Zutni^cben -elites 
mittels, vorzugsweise Wasser, 



11, 



25 



12 . 



30 



Pharmazeutiselie; Zusammert^^tzuogx ^ r^^^ ein"^ ' 

Implant atmag^^iiti^jiach^'"-^^ T bis ' "l-^^: 

gegebenenf ailT^^^'^SP^iffsain^ mit pharmaz-e^S^^h:— wie_: 

phy s i o 1 ogi s c^tr3y^!*^*S^^ , Hi Lf s We*tiQfS^fi^^^ - 

Fullstoffen. . . , 



Verwendung^ifr^^pl^gxoal^ n^cli einem 

der Anspriictrer--^ i bis 7 oder einer phar*mazeTatischen 
Zusammensetzung ' nach Anspruch 11 z'ur : lokalen Behandlung 
von Erkranku^gen* die den Knorpel---^iid/oder Knochen 
betreffen, oder/i^ des Knorpel- 

und/oder KnQchejiC[§webes, die durch Verletzung, Operation, 
DegenerationT eSEx--U^ verursacht wurden, ■ " 



t 



35 



13 . 



Verwendung eitless bioaktiven ImplantatTnaterials nach einem 
der Anspriiche 1 bis 7 oder" einer pharmarzeutischen 



7^ 






ZystenfullyS^^^^'im - - Kie^eja^e^it*^ "* 
KnochenersaC'i^jBOwie 2um'~"Eansa.t^^ unci"'' 
plastischen \ch'irurgie . u^d zur Ti3t±^t%g!' b^^^ " 





- rr.. 







,„V-*-"^ 




Zus ammen £ a s suncT 



Die vorliegerid€ "';-/'Erf indung betirif f t ein bioaktives 
5 Implantatmaterial mit . knorpel- und/oder knocheninduzierender 
Aktivitat, bestehend aus zwei Koraponenten A-un^i- wobei A ein 
Knochen- und/oder ^ Protein ^ ' oder 

Proteingeinlsch un^:i^^Qx:^gt ein oder mehrere Proteine aus der 



bet^rifft 



TGF - ir ' '^lipeirf ami 
10^ Tr age rm'a t r ix 

interkonnektierende^^^.; ,1^ , welche allein bereits 

knocheninduzierend^^ysff^^e-haf ten besitzt, ist. Die Erfindung 

betrif f t^" Weiterta ^sB^l ^ l ^ ^ ip ^^^ dieser Verbindungen- und 

Verwendung.. zur Re-h-^!M^ S g j ? y^^ ^^^ ,^^^g.j.^^^j:^^ 
.5 und/ Oder knochen. be t reFfenV ' sowie^^ v'^ziSS^ 



^^^^irzugs^tfei^je .MPS 2 . -.Ist J mid^.^3 ^eina. 

Qalciumphosphat -Keramik . mit. 




20 



/users/sfa/na/a5409PDE^ - a XI 1 1996 



Figur 1 und .,t2^<^yze±gen die osteoinduktiye Wirkung der 
erf indungsgemafien- — Verglexch " zu " '*-einer.- 
bioXojDtipat-ibien^'t'.^^^ nicht -bioakt iv^n "-Matrix-/™^ - 



5 In Figur 1 ist " die Knochenbildung . - in,. '<ien- -Poren einer- 
bioinerten Matrix z.B. AI2P3 ( 1 ' in Fig,., .'l) schemati&ch 
dargestellt. Figur '3. zeigt im . Gegensatz^^^'^'daiia-^^ 
osteoi-nduktive Wirkung der erf iridungsgemaSeny Calciumph^ 
.Matrix (1 Id. Fig. 2) in einer spnst - identischen 
..10 Implantationssituation : v 




Fl:mp3raat.^.feg,j4-.3 ) ; ( Au g 



e n """dur c ngang 1 ge n Makr op osositat 



ernes Hufides) 



Der 



"Lamellenstruktur" bildet nach kurzer Implantationszeit um das 
Implantat neuen Knochen, der den Zwischenraum "zwischen 



Bohr-lo5.h_ .im^^JKno'c^^ und ..dQja-^,Auqsenraxid-v.^de.s Implantates . zu 
20 ubexbrucTcen ("3 ): ^auc^ Ausserdem bildei_sich auch in den Poren 
des Implant at es fteuer Knochen ,C.4a-L.in,Fig, lr.uncl"4b in Fig;,,. 2.) . 



Der grundlegende Unterschied zwischen: / _den/ "faei'den 
Implantatmateriali-en besteht darin, daS sicb:. der Knochen im 

25 osteoinduktiven Implantatmaterial .{4b in '.Fig.. . 2 ) ; unmittelbar 
und spontan auf. . den Innenf lachen der. Poren bildet und die 
Tragermatrix als Nukleationsort benutzt und von ; dort *aus den 
- ^gesamt^n ImplantatbereiGh-^au^f ul«it . Im .Gegensatz,. dazu wachst*^ 
der Knochen im nicht-bioaktiven Material (Fig. . 1) ; sehr zogernd 

30 durch die Rorenmitten und vermeidet auch'\a^ jeden 
direkten. Kontakt , mit dem . . Implantatmaterial.. ..Aus diesen 
Unterschieden ergibt sich eine, .sehr intensive und schnelle 
Verbundbildung beim osteoinduktivem Material (Fig. 2) und eine 
zogernde, von Osteoklastentatigkeit begleitete unvollstandige 

35 Verbundbildung beim "bioinerten" Material (Fig. 1). " y-.- 




INFORMATION ZU SEQ:.;.:3D. NO : 1: - 

- . - (i) seque&ijcharakteristika-.- 
I^O-iAnge: boi Aminosauren . 
(B) ARx-^-Aminosaure . . 
(D) TdipdiiOGIE : linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 



10 (xi) SEQUENZ5ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 




Gin Arg Pro Gin Gly Thr.Arg. Pro Gly^Leiu Ala Ly;& .Ala^Gl 

35 40 .... . 45 ' •• ' •r 



Glu Arg Pro Pro Leu Ala; Arg Asri' Val Phe Arg Pro Gly Gly His Ser' 



Tyr Gly Gly Gly Ala Thr Asn Ala Asn Ala Arg Ala Lys Gly~"Gly Thr 
25 65 70 75 ' / . ' 80- 



Gly Gin Thr Gly Gly'^Leu" Thr Gin Pro Lys'Lys Asp '-Gl'u^'l>ro'.Ly 

85" ' '90 ' ' ■ " ' 95 



30 Leu Pro ..Pro Arg r^rb Gly Gly Pro Glu Pro Lys- Pro Gly His =Pro-Pro 

100 105 ' . / :~iior .^r'i^: 

Gin Thr Arg Gin Ala Thr Ala Arg Thr Val Thr Pro Lys Gly Gin Leu 
. 115 12 0 125-''- *" 



35 



Pro Gly Gly Lys Al-a".>ro-'Pro Lys Ala Gly Ser Val Pro Ser, Ser Phe 
130 - • 135' • 14b'- '^^^^^^^^ 



Leu Leu Lys Lys Ala Arg Glu Pro Gly Pro Pro Arg G]ji_^-Pro„Iiy;^ 
40 145 150/ 155 - ■ --^^y-^ "^^"1*66* 



. — *TirVi3 




' ■ ■ -. p-- - 



* 4 



Pro Phe Arg Pro .gjg^^g^^Ile Thr Pro Hii^Glu lyr^^M^ Ser Leu 



170 . . 175 



Tyr Arcf Tlar Leu ^^^^ 'Ala Asp Arg Lys Gly Gly Asn^'S^ei^Ser' Val 



18^) 



185 



Lys Leu Glu Ala 
195 



£friAla Asn Thr lie TClit^^tr^ 




20 



Gly Gly Arg Ala Al; 



260^ 



^w-Glji,jPx:o.Ala Ser 






25 Ser Gly Trp Glu A^a3foi^i!^*^;^sp lie Tag? Lys SLeu^^ii^^ 
290 



Asn Ser Ala Gin LeiT^s Xeu GluVLeu <flai J^^ 
3 05 - '-3lO 



315 ~ 320 



30 



Ala Vai -Asp l^xLJ^^^^l4t^!^^^^^^^ 
_ ™ ^ - ■ '.^is^slgl^^^^ 




Bis Glu Lys Ala Leu-J*!:^ • Leu Val - Phe G^^^JiiEgr! 



3S 



340 



j:345 




Leu Phe^Phe- Asii^i3^^«a^ Arg Ser Gly Gin: Asp Asp Lys^Thr - ■:-:z._^^^,,^^^ 

3 55 '*v*«ef'^?as55'--^/^:-- - 1^ .36 0 365 "... --■ 



40 Val Tyir .Glu Tyr Leu^be Ser Gin Arg Arg Lys "A^^ 

\ ■ . . - ..^ .. ....... . ......... '^Li^^i^>'v^^^ 



Ala Thr Arg Gin Gly.^Ijys Arg Pro Ser Lys Asn .Leu Lys Ala Arg Cys 
385 390 395 400 

Ser^-kr^ Lys Ala Leu His Val Asn Piie--Ly^.i«^i^^i4et Gly TrpuAsp Asp 
5 4.0S 410 ^ 415 



Trp lie lie Ala Pro Leu Glu Tyr Glii Ala "Phe ll£s Gly Leu 



420 



425" 



430 



.io. Cys <3l-u Phe Pro Leu "Arg Ser His Le'U'Giu ^>ro.^Tte^ As2^^^s-"A 

1..-'—^ 435 - 440 ^v^--^^*-^-^^ '445 



lie Gin Thr Leu Met Asn Ser Met Asp Pro Glu Ser Thr Pro Pra Thr 

Cys Cys Val Pro Thr Arg Leu Ser Pro-M«^£^g^^^^^^^^^^£^^^ 



470 ^ ^ - 




460 




Asn Asn Val Val Tyr Lys Gin . Tyr Glu -Asp J4et . VaL Val Glu 
''''485 . 490 ' 495 



^-^...^ .Ser- Cys Gly Cys Arg 

■^■■i:^?:*!^-*^-'^^^ '500 



2S 



30 
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Verbindungen mit verbesserter knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue verbesserte Verbindungen mit knorpel- 
und/oder knocheninduzierender Aktivitat, bestehend aus einem oder mehreren 
Mitgliedern der TGF-B Familie, vorzugsweise MP52, oder einer hierfur kodieren- 
den DNA-Sequenz und einer speziellen Tragermatrix aus kristailographisch 
phasenreinem Tricalciunnphosphat. Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstel- 
lung dieser Verbindungen und Verwendung zur Behandlung von Erkrankungen 
die den Knorpel und/oder Knochen betreffen sowie zur Behandlung von Schadi- 
gungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes. 

Viele Wachstumsfaktoren aus der TGF-B-Superfamilie sind fur einen weiten 
BereichnnedizinischerBehandlungsmethodenund Anwendungen, dieinsbesonde- 
re Wundheilung und Gewebewiederherstellung betreffen, relevant. Fur einen 
Uberblick iiber Mitglieder der TGF-B-Superfamilie vgl. z.B.: Roberts, A.B. & 
Sporn, M.B. Handbook of Experimental Pharmacology 95 (1990) 419-472; 
Kingsley , D.M., Genes & Development 8 (1994) 133-146 und die darin zitierte 
Literatur. Zu den Mitgliedern zahlen die TGF-S Proteine, wie das TGF-(S1, TGF- 
152, TGF-(53, TGF-B4 und TGF-I55, vgl. z.B.: U.S. Patent 5,284,763; EP 
0376785; U.S. Patent 4,886,747; Madisen, L. et al., DNA 7 (1988) 1-8; 
Derynck, R. et al., EMBO J. 7 (1988) 3737-3743; Jakowlew, S.B. et al., Mol. 
Endo. 2 (1988) 1186-1195; Kondaiah, P. et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 
1 089-1 093. Eine weitere Unterfamilie bilden die Aktivine/lnhibine mit den bislang 
bekannten Aktivinketten Q>A, RB, BC und SD, vgl. z.B.: Mason, A.J. et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 135 (1986) 957-964; Hotten, G. et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 206(1995) 608-613; Oda, S. et al., Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 210 (1995) 581-588. Auch GDF-12 kann aufgrund seiner 
Aminosaurehomologie dieser Unterfamilie zugeordnet werden (vgl. WO 
96/02559). Von RA und BB ist bekannt, daft sie neben dem Homodimer auch ein 
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Heterodimer BARB bilden konnen. Bei Kombination mit einer a Untereinheit 
entstehen die Inhibine, die im wesentlichen entgegengesetzte Aktivitaten in 
Vergleich zu Aktivinen aufweisen, vgL: Vale, W. et al.. Handbook of Experimen- 
tal Pharmacology 95 (1990) 21 1-248; Vale, W. et aL, The Physiology of Repro- 
5 duction. Raven Press, New York (1994) 1861-1878. Eine weitere Unterfamilie 
bilden die Mitglieder der BMP (Bone Morphogenetic Protein)- Familie wozu die 
Proteine BMP-2 (BMP-2a), BMP-3, BMP-3b, BMP-4 (BMP-2b), BMP5, BMP-6, 
BMP-7 (OP-I), BMP-8 (OP-2), BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12 und BMP-13 
zahlen, vgl. z.B.: Wozney, J.M. et al. Science 242 (1 988) 1 528-1 534; Celeste, 

10 A.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 9843-9847; Ozkaynak, E. et 
al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 25220-25227; Takao et al. Biochem. Biophys. 
Res. Com. 21 9 (1 996) 656-662; WO 93/00432; WO 94/26893; WO 94/26892, 
WO 95/16035- Eine weiter Untergruppe ist die GDP (Growth Differentiation 
Factor)-Familie, zu denen GDF-1 , GDF-3, GDF-9, GDF-10, GDF-1 1 sowie die fur 

15 die Knorpel- und/oder Knocheninduktion insbesondere interessanten GDF-5, 
GDF-6 und GDF-7 zahlen; vgL: McPherron, A.C. & Lee, S.-J., J. Biol. Chem. 
268 (1993) 3444-3449; Storm, E.E. et al.. Nature 368 (1994) 639-643; Lee, S.- 
J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1 991 ) 4250-4254; Cunningham et aL Growth 
Factors 12(1995), 99-109; Hotten, G. eta!.. Growth Factors 13 (1996) 65-74; 

20 Chang, S.C. et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 28227-28234. Zwischen den 
Untergruppen der GDF und BMP Familie gibt es aufgrund von Aminosaurehomo- 
logien teilweise Uberlappungen. Fur die TGF-ft Superfamilienmitglieder dpp und 
60A aus Drosophila konnte auch ein knorpel- und knocheninduzierendes Poten- 
tial nachgewiesen werden, vgl.: Sampath, T.K. eta!., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

25 90 (1 993) 6004-6008. Interessant sind auch die Proteine dorsalin und das Bone 
Formation-Inducing Protein, vgl.: Basler, K. et al.. Cell 73 (1993) 687-702; WO 
94/01 557. Beschrieben sind auch Heterodimere von verschiedenen Mitgiiedern, 
vgl. Z.B.: Aono, A. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 210 (1995) 670- 
677; WO 93/09229; EP 0 626 451 . Bekannt ist, dali viele Mitglieder insbeson- 

30 dere aus den Unterfamilien der TGF-fS-, BMP- und GDF-Familien ein knorpel- 
und/oder knocheninduzierendes Potential aufweisen, wobei aber auch Mitglieder 
der Aktivinfamilie, zumindest in Kombination mit weiteren TGF-(S-Superfamilien- 




THIS PAGE BLANK (uspto) 




- 3 - 

mitgliedern, EinfluR auf die Knochenbildung nehmen konnen; vgl. beispielsweise 
Hock, J.M. et al., Endocrinol. 126 (1990) 421-426; Wang et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 87 (1990) 2220-2224; Wozney et al., Mol. Reprod. Dev. 32 
(1992) 160-167; Sampath et a!., J. Biol. Chem. 267 (1992) 20352-20362; 
5 Ogawa, Y. et al., J. Biol. Chem, 267 (1992) 14233-14237; WO 88/00205; US- 
PS 5,013,649; WO 89/10409: WO 90/11366; WO 91/05802; WO 92/15323; 
WO 91/18098; WO 93/00432; WO 93/09229; WO 94/01557; WO 94/26893; 
WO 94/26892; WO 94/15949; WO 95/01801; WO 95/01802 und EP 0 626 
451 . Da die einzelnen Proteine teilweise an unterschiedlichen Stellen im Verlauf 
10 der Knorpel- und Knocheninduktion wirken, ist davon auszugehen, dafS die 
Kombination verschiedener dieser Proteine vorteilhaft fur die Effizienz der Knor- 
pel- und Knocheninduktion ist. Derartige Proteingemische sind innerhalb dieser 
Erfindung mitumfaBt. 

15 In WO 93/16099, WO 95/04819 und WO 96/01316 werden die DNA- und 
Proteinsequenzen von Proteinen der TGF-S-Familie, namlich dem MP52 und 
MP121, beschrieben. Bei MP121 handelt es sich um das bereits oben genannte 
Aktivin (SC. Insbesondere von Interesse ist MP52 (in Publikationen teilweise 
auch GDF5 genannt), fur das u.a. bereits ein knorpel- und knocheninduzierendes 

20 Potential nachgewiesen werden konnte (WO 95/0481 9 und Hotten et al. Growth 
Factors 13 (1996) 65-74). 

Die Mitglieder der TGF-B Superfamilie, die ein knorpel- und/oder knocheninduzie- 
rendes Potential besitzen, zeichnen sich im reifen Anteil durch hohe Aminosaure- 

25 homologien aus und besitzen die fur TGF-S Superfamilienmitglieder typischen 
sieben konservierten Cysteine. Mitglieder dieser Superfamilie liegen in ihrer 
aktiven Form normalerweise alle als homo- und/oder heterodimere Proteine vor. 
Das knorpel- und/oder knocheninduzierende Potential dieser Proteine wird 
meistens auf inerten Tragermatrices, die selber keinerlei knorpel- und/oder 

30 knocheninduzierende Wirkung aufweisen, nachgewiesen. 
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Bereits in den 60er Jahren begannen intensive Forschungsarbeiten uber die 
Einsatznnoglichkeiten von Calciumphosphat-Keramiken fur den implantierbaren 
Knochenersatz (Bhaskar et al., Oral Surg. 32 (1971) 47), denen die chemische 
Analogie dieser Verbindungsgruppe zu dem mineralischen Anteil des Knochens 
zu Grunde lag. Eine der ersten systematischen Untersuchungen uber die Zusann- 
nnenhange zwischen den chemisch-werkstofflichen Parametern und den biologi- 
schen Eigenschaften wurde Anfang der 70er Jahre am Battelle Institut durchge- 
fuhrt (Heide, Koster et a!., Z. Orthop. 118 (1979) 398 und Biotechn. Umschau 
2 (1978) 226). Hierbei wurden Calciumphosphate mit wechselnden CaO/PjOs- 
Verhaltnissen durch Sinterverfahren als granulare und stuckige keramische 
Implantatmaterialien hergestellt und im Tierversuch getestet. Die herausragenden 
Ergebnisse dieser Studien lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

(a) Calciumphosphatkeramiken innerhalb bestimmter Zusammensetzun- 
gen zeichnen sich durch eine hervorragende Gewebevertraglichkeit gegen- 
uber Knochen aus. 

(b) Das Optimum der Gewebevertraglichkeit konzentriert sich auf 
Keramiken mit einem CaO/P205-Verhaltnis wie 3/1, also auf das Trical- 
ciumphosphat TCP, Ca3(P04)2 (bzw. in keramischer Formelschreibweise 
3CaO'P205) und den Hydroxylapatit (HA) selbst, also [Ca5(P04)30H], der 
sich ebenfalls synthetisch darstellen lasst. Dieses Ergebnis ist folgerichtig, 
da bekanntlich auch die Zusammensetzung des mineralischen Knochenan- 
teiles mit seiner wichtigsten mineralischen Komponente, dem Hydroxyl- 
apatit diesem Verhaltnis in etwa entspricht. Obwohl TCP und HA eine 
ahnlich chemische Zusammensetzung besitzen, unterscheiden sie sich in 
ihrem Loslichkeitsverhalten und anderen physikalischen Eigenschaften, 
wie der Dichte und der Festigkeit erheblich voneinander. Hiervon hangen 
naturgemaB auch die moglichen Einsatzgebiete ab. 

(c) Die beiden optimal biokompatiblen Modifikationen des Tricalcium- 
phosphats TCP (d.h. die metastabile Hochtemperaturmodifikation a-TCP 
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und besonders die stabile Tieftemperaturmodifikation fi-TCP) und der 
Hydroxylapatit HA sind mehr oder weniger biodegradabel, d.h. sie werden 
im biologischen Lager mehr oder weniger schnell abgebaut bzw. resor- 
biert. Eine ausgepragte Biodegradabilitat weisen nach Ramselaar et al., J. 
5 Materials Sci. 2 (1991) 63, a- und yff-TCP auf. HA unterliegt inn biologi- 

schen Milieu einer sehr vie! geringeren Resorption. Der Abbau des TCP im 
Knochenlager erfolgt nach Untersuchungen mit radioaktiv dotierten 
Implantatmaterialien von Schuster, Heide et. a!., (unveroffentl. Ber. des 
Battelle Institutes Frankfurt) auf mehr chemischem Wege, d.h. Losung und 
10 Verstoffwechselung der Losungsprodukte erfolgt ohne Beteiligung kno- 

chenabbauender Zellen, wahrend die sehr viel langsamere Resorption des 
Hydroxylapatites mehr auf der spezifischen Leistung knochenabbauender 
Zellen (Osteoklasten) beruht. 

15 (d) Die biokompatiblen Caiciumphosphatkeramiken auf der Basis von 

TCP und HA werden im Knochenlager weitgehend ohne bindegewebige 
Abkapselung integriert, wie in den 70er Jahren u.a. von der genannten 
Battelle-Arbeitsgruppe im Tierexperiment eindrucksvoll belegt werden 
konnte. Fur diese herausragende Eigenschaft hat man damals den Aus- 

20 druck "Bioaktivitat" eingefuhrt. 

Im Zuge der weiteren Entwicklung der vielversprechenden Caiciumphosphatkera- 
miken erwies sich eine detaillierte Kenntnis der komplexen kristallchemischen 
Zusammenhange des Systems CaO-PgOB ( -f H2O) als unumgangliche Vorausset- 

25 zung fur eine systematische Optimierung. Leider ist in der Vergangenheit und 
wird noch immer von zahlreichen Anwendern gegen diese Voraussetzung ver- 
stoSen, insbesondere dann, wenn fur typische temporare Anwendungen wie z.B. 
die Sanierung von Parodontaltaschen Materialien auf der Basis des nur schwer 
biodegradablen HA eingesetzt werden. Wichtige Arbeiten in diesem Zusammen- 

30 hang wurden von De Groot et al., Biomaterials 1 (1980) 47, und Bauer und 
Hohenberger, Berichte der DKG 66 (1989) 23, veroffentlicht. 
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Zahlreiche, heute noch marktubliche Implantatmaterialien, welche aus undefinier- 
ten Gemengen von TCP und HA sowie anderen Calciumphosphat-Phasen wie Di- 
oder Tetracalciumphosphaten und Calciumphosphatglasern bestehen, haben 
negative bionnedizinische Eigenschaften im Sinne einer Provokation von Bindege- 
5 websinfiltrationen sowie Aktivierung von Makrophagen, mitunter begleitet von 
entziindlichen Reaktionen. Die bindegewebige Einkapselung solcher fehlerhaft 
zusannmengesetzter Materialien ist dann Ausdruck der AbstoBung des Implantats 
(Bauer und Hohenberger, Berichte der DKG 66 (1 989) 23). Die stochiometrische 
Zusamnnensetzung allein ist kein Kriterium fur die Existenz von unphysiologi- 
10 schen Fremdphasen. Aus diesen Erkenntnissen leitet sich die Forderung nach 
kristallographischer Phasenreinheit der jeweils verwendeten Implantatmaterialien 
ab. 

Die beiden Haupttypen des Calciumphosphats, das Tricalciumphosphat (TCP) 
15 und der Hydroxylapatit (HA) haben entsprechend ihrer unterschiedlichen Resorp- 
tion unterschiedliche Einsatzgebiete: TCP ist insbesondere vorteilhaft fur den 
temporaren Knochenersatz, bei dem im Laufe der Zeit eine Resorption des 
Biomateriales simultan mit der Knochenregeneration erfolgt (Zystenfullung im 
Kief erbereich, Auff ullen krankheits- bzw. operationsbedingter oder degenerativer 
20 Knochendefekte usw,). HA dagegen ist vorzugsweise bei langdauerndem Kno- 
chenersatz angezeigt, wie z.B. in Verbindung mit der Beschichtung von Gelenk- 
endoprothesen, bei denen man einen direkten Kontakt des belasteten Knochen- 
lagers mit dem Metall oder anderen inerten Materialien vermeiden will. 

25 Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen 
bereitzustellen, die besonders hohe knorpel- und/oder knocheninduzierende 
Aktivitaten in Saugetieren und insbesondere Primaten wie dem Menschen 
aufweisen, aber nicht oder in moglichst geringem Umfang die Nachteile der 
bisher verwendeten Materialien aufweisen. Solche Verbindungen sollen ermogli- 

30 chen, den Heilungsprozess von Erkrankungen, die den Knorpel und/oder Knochen 
betreffen und die insbesondere mit einem Verlust an Knochensubstanz einherge- 
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hen, und/oder von Schadigungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes 
wesentlich zu beschleunigen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaR gelost durch ein bioaktives Innplantatmate- 
5 rial fur den Knochenersatz mit Knorpel- und/oder Knochen-bildender Aktivitat 
bestehend aus zwei Komponenten A und B, welches als Komponente A ein 
knorpel- und/oder knocheninduzierendes Protein oder Proteingennisch oder fur ein 
solches Protein oder Proteingemisch kodierende DNA, und als Komponente B ein 
Matrixmaterial aus Calciunnphosphat aufweist, welches selbst osteogene Aktivi- 

10 tat besitzt, und A auf B aufgebracht ist. Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfin- 
dung sind in den Unteranspruchen beschrieben. Insbesondere wird ein Material 
bereitgestellt, das aus den zwei Komponenten A und B besteht, wobei A ein 
Protein oder Proteingemisch, und zwar aus einem oder mehreren homo- oder 
heterodimeren Proteinen der TGF-B-Superfamilie mit knorpel- und/oder knochen- 

15 induzierender Aktivitat bedeutet, und B eine osteoinduktive Tragermatrix beste- 
hend aus vorzugsweise biodegradabler Knochenkeramik, besonders bevorzugt 
aus a- oder>ff-Tricalciumphosphat-Keramik, bedeutet. A ist dabei an B assoziiert, 
ohne kovalent gebunden zu sein und kann z.B. wahrend des Knochenbiidungs- 
prozesses langsam von B in dem MaRe freigesetzt werden, wie B dem chemi- 

20 schen Abbau im Knochenlager unterliegt. Damit wird A einem sogenannten 
"controlled release" unterworfen. 

Alternativ kann A auch eine fur die genannten Proteine oder Proteingemische 
kodierende DNA bedeuten. Die DNA kann gegebenenfalls vor Degeneration nach 
25 dem Fachmann bekannten Methoden geschutzt werden. Eine derartige DNA 
kann nach Freisetzung in das umliegende Gewebe von den dort vorhandenen 
Zellen oder aber von in die Tragermatrix einwandernden Zellen aufgenommen 
und exprimiert werden, so dafi als wirksamer Stoff wiederum die exprimierten 
Proteine oder Proteingemische agieren. 

30 

Vorzugsweise ist die DNA deshalb mit Sequenzen assoziiert, die eine Expression 
bewirken oder fordern. Die Forderung der Expression ist insbesondere durch 
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gezielte Rekombination in das Zellgenom moglich und zwar an eine Stelle, die zu 
einer Erzeugung von Protein unter Kontrolle zellularer Sequenzen fuhrt. 

Andererseits ist auch der Einsatz von DNA auf einem geeigneten Expressions- 
5 vektor nnoglich. 

Der Begriff "Protein der TGF-IS-Superfannilie mit knorpel- und/oder knochenindu- 
zierender Aktivitat" bedeutet ein Protein, das im reifen Anteil die charakteristi- 
schen konservierten 7 Cysteine enthalt. Dazu zahlen Mitglieder der TGF-B-, der 

10 Aktivin-, der BMP- und der GDF- Fannilie und insbesondere MP52 sowie Frag- 
nnente davon mit grundsatzlich derselben Aktivitat. Die entsprechenden Nukleo- 
tid- und Proteinsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen, auf deren 
Offenbarung hiermit Bezug genommen wird, zu entnehmen. UmfalSt sind bevor- 
zugt Homodimere der genannten Proteine aber auch Heterodimere aus verschie- 

15 denen Familienmitgliedern. Bevorzugt umfaBt sind Proteine, die denselben 
Rezeptormechanismus und/oder dieselbe Signalubertragung wie die Mitglieder 
der BMP- und/oder GDF-Familie, insbesondere von MP52, besitzen. UmfaRt ist 
auch die Kombination von verschiedenen Proteinen der TGF-R-Superfamilie mit 
knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat. Das knorpel- und/oder kno- 

20 cheninduzierende Potential kann in bekannten Versuchen wie z.B. in vivo durch 
Induktion von Knorpel und/oder Knochen nach Implantation des Proteins mit 
einer geeigneten Tragermatrix in die Rattenmuskulatur; vgl. z.B. Sampath, T.K. 
etal., J. Biol. Chem. 267 (1 992) 20352-20362 und/oder />? vitro durch Induktion 
von Alkalischer Phosphatase Aktivitat auf ROB-C26 Zellen; vgl. Yamaguchi, A. 

25 et al., J. Cell Biol. 113 (1991) 681-687 und/oder W-20-17 Zellen; vgl.: Thies, 
R.S, et al. Endocrinol. 130(1992) 1 31 8-1 324 und/oder Stimulation der Expres- 
sion von Proteinen der extrazellularen Matrix, vgl.: Hock, J.M. et al. Endocrinol. 
1 26 (1 990) 421-426 und/oder in Versuchen wie sie bei Chen, P. et al., Exp. Cell 
Res. 195 (1991) 509-515 und/oder Vukicevic, S., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 

30 USA 86 (1989) 8793-8797 beschrieben sind, uberpruft werden. Das Protein 
kann als reifes Protein aber auch als Vorlaufer-Protein oder Protein mit verschie- 
denen Prozessierungen im Propeptidanteil und/oder mit zusatzlichen oder veran- 
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derten N- und/oder C-terminalen Aminosauresequenzen, welche die biologische 
Aktivitat im wesentlichen nicht beeinflussen, vorliegen. 

Andererseits sind auch Fusionsproteine moglich, wo neben dem fCir das reife 
5 Protein kodierenden Anteil oder Fragmente(n) davon auch noch funktionelle 
Signal- oder/und Propeptidanteile von anderen Proteinen, insbesondere der TGF- 
Superfamilie, insbesondere auch der Aktivin-, BMP- und GDF-Proteine umfalSt 
sind. Die entsprechenden Nukleotid- und Proteinsequenzen sind aus den oben 
genannten Referenzen zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug 
10 genommen wird. Wichtig ist, daB der richtige Leserahmen fur das reife Protein 
erhalten bleibt. So ist z.B. der Austausch von Propeptidanteilen durch entspre- 
chende Anteile anderer Proteine bei MoL Endocrinol. 5 (1991), 149-155 und 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 2905-2909 beschrieben. 

15 Das Protein in der erfindungsgemaBen Verbindung oder das hiervon kodierte 
Protein kann substituierte oder eingefCigte Aminosauren enthalten oder deletiert 
sein, ebenfalls unter der Voraussetzung, daft die Aktivitat nicht wesentlich 
beeinfluBt wird, und aus verschiedenen Spezies, wie z.B. Mensch, Maus, Ratte, 
Rind Oder Schwein isoliert sein. Ferner kann das Protein durch im Stand der 

20 Technik bekannte Methoden, beispielsweise Glycosylierungen, Phosphatierun- 
gen, Sulfatierungen und Veresterung mit Fetten modifiziert sein, ebenfalls unter 
der Bedingung, daB sich daraus keine wesentliche Veranderung der Aktivitat 
ergibt. 

25 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist A ein 
Protein aus der GDF- oder BMP-Familie oder ein Fragment davon. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist 
die Komponente A charakterisiert durch ein Protein, das 
30 (a) den reifen Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Proteinsequenz enthalt. 
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(b) Teile des reifen Anteils von (a) enthalt, die im wesentlichen dieselbe 
Aktivitat aufweisen, insbesondere reife Proteine mit verandertem N-Termi- 
nus, 

(c) Teile entsprechend (a) oder (b) enthalt, die aufgrund der Herkunft des 
Proteins aus anderen Wirbeltieren von SEQ ID NO. 1 abweichen, aber im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen, 

(d) neben Teilen des reifen Proteins gemaB (a), (b) oder (c) noch Teile eines 
anderen Proteins aus der TGF-)ff-Superfamilie in Form eines Fusionspro- 
teins enthalt, 

(e) neben monomeren reifen Proteinen gemaS (a) bis (d) noch ein Monomer 
eines anderen Proteins aus der TGF-)ff-Superfamilie unter Ausbildung von 
Heterodimeren enthalt, 

(f) neben dimeren reifen Proteinen gemaB (a) bis (e) noch mindestens ein 
Dimer eines anderen Proteins aus der TGF-)S-Superfamilie enthalt. 

Insbesondere umfaBt diese Ausfiihrungsform das reife Protein MP52 oder funk- 
tionelle Anteile bzw. Fragmente davon, wobei die aktive Form vorzugsweise als 
Dimer vorliegt. Besonders bevorzugt sind funktionelle Teilbereiche bzw. Ab- 
schnitte bzw. Fragmente, die mindestens den Bereich der sieben konservierten 
Cysteine enthalten. 

Eine "biokompatible" und "bioaktive" Tragermatrix bedeutet im osteologischen 
Sinne eine Calciumphosphat-Keramik, welche einerseits ohne schadliche Gewe- 
bereaktionen wie bindegewebige Abkapselungen, Entzundungen und Gewebe- 
entartungen in den Knochen integriert werden kann und andererseits ein direktes 
Aufwachsen von Knochen auf bzw. in die Oberflachenstruktur des Implantats 
stimullert. Die eigentliche "Bioaktivitat" einer Tragermatrix liegt jedoch erst dann 
vor, wenn histologisch wie klinisch nachweisbar eine Stimulation des Knochen- 
wachstums zustande kommt. Fur die erfindungsgemaBe hochporose bioaktive 
Tragermatrix (wie z.B. Cerasorb^*^) auf der Basis von Trical-ciumphosphat, insbe- 
sondere von P- und auch cr-TCP, liegen klinische Erfahrungen vor. Eine herausra- 
gende Stellung bezug-lich Bioaktivitat oder Osteoinduktivitat nimmt das phasen- 
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\ 

reine und offen mikroporose fi-TCP ein, welches allein durch die vorhersagbare 
chemische Auflosung im Knochenlager ein lonenmilieu erzeugt, das zur Stimula- 
tion der Osteoblastenta-tigkeit beitragt und in situ als Substrat fur die Osteo- 
blastentatigkeit dient. Verlauft die chennische Auflosung oder Resorption der 
5 Tragernnatrix simultan mit der Primarphase des Knochenaufbaus ("woven bone 
phase"), besteht die hervorragende Moglichkeit der Wiedergewinnung der 
Festigkeit und Struktur des umgebenden Knochenlagers. Voraussetzung hierfCir 
ist die Abwesenheit unstochionnetrischer oft unphysiologisch reagie-render 
Nebenphasen. Fur phasenreines yff-TCP kann dies nachge-wiesen werden, es ist 

10 daher allein schon osteoinduktiv wirksam. Besonders bevorzugt sind kristallogra- 
phisch phasenreine a- oder yff-Tricalciunnphosphat-Keramiken mit einer interkon- 
nektierenden Mikroporositat im Bereich von 20-60 % ihres Volumens. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform liegt die PrimarkorngroBe der kristallo- 
graphisch phasenreinen a- oder )ff-Tricalciumphosphat-Keramik im Bereich von 

15 10-40 /ym. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung liegt 
dieses Implantatmaterial in Form einer injizierbaren Suspension vor. Es wird 
dadurch beispielsweise ermoglicht, das Material minimal-invasiv zu appiizieren. 
Dabei verursacht die Suspension dieser Matrix in fur die medizinische Anwen- 
dung geeigneten Flussigkeiten wie Wasser, Serum, Plasma und Blut, keine 

20 Riesenzell- oder Bindegewebeinfiltration in das Implantat. 

Der wesentliche Gegenstand der Erfindung ist also ein Implantatmaterial aus 
zwei Komponenten A und B, in welchem die osteopoetische Wirkung der Kom- 
ponente A durch eirie osteoinduktive Wirkung der Komponente B synergistisch 

25 verstarkt wird. Der Verbindung liegt die vorteilhafte Kombination von Wirkungs- 
mechanismen zweier Komponenten, d.h. knorpel- und/oder knocheninduzieren- 
des Protein oder Proteingemisch und osteoinduktiver Tragermatrix zugrunde. Ein 
solches erfindungsgemaBes Implantatmaterial vermeidet kontraproduktive Effekte 
gegeniiber der osteopoetischen Wirkung der Proteine A, den manche biokompa- 

30 tible, aber nicht bioaktive Implantatmaterialien zeigen. So eignen sich Tragerma- 
terialien wie HA auf Grund ihrer langsamen Biodegradabilitat oft nicht zum 
Einsatz einer Protein-stimulierten Osteosynthese. Rasch biodegradable Tragerke- 
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ramiken wie Phosphatglaser und metastabile Phasen bzw. Phasengemische der 
CaP aber auch chemisch umgewandelte Matrizen, welche z.B. aus Korallen 
gewonnen werden, wirken allein schon durch die Aktivierung von Makrophagen 
oder/und Osteoklasten kontraproduktiv auf die Protein-stimulierte Osteosynthese. 
Ferner zeigte sich, dalS die Belegung der Matrixoberf lache geeigneter Tragermate- 
rialien mit physiologisch inerten Proteinf ullstoffen wie Kollagen, sich Resorptions- 
und damit Bioaktivitats-hemmend auswirkte. Uberraschenderweise erwiesen sich 
Mischungen von Tragernnaterialien auf der Basis von nnikroporosenn phasen- 
reinem TCP, vorzugsweise yff-TCP, mit Homogenaten von rotem Knochenmark 
Oder Blut, trotz der erheblichen Belegung der Matrixoberflache mit Proteinen, als 
Osteosynthese-fordernd. Somit stellen die erfindungsgemaSen Implantationsma- 
terialien eine Optimierung dieser Befunde dar. Die minimale Matrixbelegung mit 
der Protein- oder DNA-Komponente A gewahrleistet den Erhalt der bioaktiven, 
also eigenstandigen osteoinduktiven Eigenschaften der Tragermatrix B und wird 
von dieser durch ihre interkonnektierende Mikroporenstruktur zwangslaufig in 
dem MalSe freigesetzt und damit biologisch wirksam, wie es dem chemischen 
Abbau der Matrix am Implantationsort entspricht. Das erfindungsgemaBe osteo- 
poetisch wirkende Protein A allein wurde ohne die Kombination mit einer geeig- 
neten Matrix durch Verstoffwechselung, Abtransport durch Korperflussigkeiten 
Oder ggf. Phagozytose rasch die biologische Wirkung am Implantationsort 
verlieren. Die Phasenreinheit der Tragermatrix mit definierter Mikroporenstruktur 
gewahrleistet eine vorhersagbare Resorption und damit ein "controlled release" 
auch der Proteinkomponente A oder einer dafur kodierenden DNA. Eine solche 
Wirkungsbeziehung zwischen Matrix B und Protein A stellt zweifelsfrei eine 
synergistische Wirkungsverstarkung der beiden Komponenten A und B dar. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel- 
lung der erfindungsgemafSen Implantatmaterialien, bei dem das Protein A oder 
die DNA als Losung in einem physiologisch unbedenklichen, mit Wasser misch- 
baren Losungsmittel oder in entsprechenden Losungsmittelgemischen in die 
mikroporose Struktur der biokompatible Matrix B so aufgebracht wird, dalS eine 




THIS PAGE BLANK (uspto) 




- 13 - 

homogene Verteilung der Komponente A in und/oder auf der mikroporosen 
Struktur der Matrix erreicht wird. 

Informationen zur Herstellung von Proteinen der TGF-R Superfamilie, deren 
5 Expression in geeigneten Wirtszellen und Reinigung sind aus den zahlreichen 
bereits zitierten Publikationen und Patentschriften zu entnehmen. Insbesondere 
verwiesen sein soil fur die Bereitstellung von MP52/GDF-5 oder aktiven Fragmen- 
ten davon auf die WO 95/04819 und die DE 19525416.3 sowie auf Hotten et 
al. (Growth Factors 13 (1996) 65-74). 

10 

Erfolgt die Herstellung der Proteine in Bakterien, wobei die Proteine, wie es z.B. 
bei I\/1P52 der Fall ist, in Form von EinschlulSkorpern ("inclusion bodies") vorlie- 
gen, werden sie nach an sich bekannten Methoden renaturiert, um das Protein, 
beispielsweise MP52, in einer aktiven Form zu erhalten. In E.coli exprimierte 

15 l\/IP52-ahnliche Proteine konnen zu einem aktiven Protein zuruckgefalten werden 
vgl.: Krieglstein, K. et al., J. Neuroscience Res. 42 (1995) 724-732. Genaue 
Verfahren sind auch beschrieben in der japanischen Patentanmeldung Hei- 
7('95)-93664 sowie in der DE 19525416.3. Weitere eigene Untersuchungen 
sowie Untersuchungen von Ruppert, R. et al. (Eur. J. Biochem. 237, 295-302 

20 (1996)) haben ergeben, dalS z.B. BMP-2 ebenfalls in E.coli exprimiert und zum 
Dimer gefaltet werden kann. 

Die Herstellung der DNA erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden, wie 
sie z.B. in Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., Greene 
25 Publishing Associates and Wiley-lntersience, Wiley & Sons, 1 987-1 996) oder in 
Molecular Cloning (Sambrook et al., second edition. Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press 1989) beschrieben sind. 

Zur Herstellung der Tragermatrix B kann das folgende Verfahren nach DE 38 10 
30 803 C2 verwendet werden: Homogene stochiometrische Mischungen von CaCOg 
und CaHP04 werden entsprechend dem Zustandsdiagramm (Phasendiagramm) 
des Systems CaO und PjOBdromel, Stahl und Eisen 63 (1943) 21; Welch, J. 
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Chem. Soc. (1961) 4442) in kompaktierten Formkorpern in verschiedenen 
Schritten Sintertemperaturen bis 1 350 °C unterworfen, wobei dem Sintersystem 
Wasser und CO2 entzogen werden. Zwischen den Sinterprozessen werden die 
Zwischenstufen der Sintersynthese der Zerkleinerung, Mikronisierung, Rekom- 
5 paktierung im Fall der Formkorper-Herstellung bzw. Pelletisierung inn Fall der 
Granulat-Herstellung zugefuhrt. Die Sinterprozesse werden bzgl. Zeit- und 
Tennperaturgang so gefuhrt, daS koexistierende Nachbarphasen des TCP gemaR 
Phasendiagrannm, d.h. insbesondere das Tetra-Calciumphosphat einerseits und 
das Di-Calciumphosphats andererseits, vermieden werden. Metastabile Phasen 
10 des termodynamisch stabilen )ff-Ca3{P04)2 oder p-JCP konnen je nach Verwen- 
dungszweck durch Lenkung der Sinterprozesse entweder gezielt vermieden oder 
gezielt koexistent gemacht oder gar allein vorherrschend dargestellt werden. 

Eine homogene Einbringung und Verteilung der Komponente A im PorengefCige 
15 der Tragermatrix B setzt einige Verfahrensprinzipien voraus, die eine solche 
Verteilung ermoglichen, ohne daB die Komponenten selbst durch die Prozesse 
verandert werden. 

So ist ohne weiteres verstandlich, daB eine Kombination von A mit B simultan 
20 zum keramischen Sinterprozess wegen der hohen Prozesstemperaturen unmog- 
lich ist. 

Moglich ist dagegen die Penetration der mikroporosen Keramikgefuge, sowohl 
Formteile als auch Granulatkorner, mit Losungen von den erfindungsgemaRen 

25 Proteinen A oder der dafur kodierenden DNA in geeigneten Losungsmittein, 
wobei die Kapillarkrafte der offenen Keramikgefuge wirksam werden. Bei der 
Auswahl der Losungsmittel kommen naturgemaR nur solche in Frage, welche die 
Natur der Komponenten A und B des Biomaterials nicht verandern. So sind zum 
Beispiel saure Losungsmittel ungeeignet, welche zwar hervorragende Losungs- 

30 mittel fur osteopoetische Proteine sind, die Calciumphospate dagegen angreifen 
und chemisch verandern. Andererseits verhalt sich Wasser gegenuber der 
Keramik neutral, vermag jedoch die Proteinkomponente A oft nur unvollstandig 
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zu losen. Ein Penetrieren mittels Suspensionen diirfte einer homogenen Vertei- 
lung in der Tragermatrix wegen der mikroporosen Struktur entgegenstehen. 

Ein Penetrationsprozess der Tragermatrix (iber die Losungsphase, welche nahe- 
liegenderweise durch Verdampfung ausgetrieben wird, fuhrt ebenfalls nicht zur 
vollkonnmen homogenen Verteilung von A in B, da sich beim Verdunsten des 
Losungsmittels an der Oberflache der porosen Keramik ein Stofftransport der 
gelosten Phase von Innen nach Aussen mit der Folge der Anreicherung an der 
Oberflache ergibt. 

Eine Losung fur diese komplexe Aufgabenstellung einer homogenen Dotierung 
der Tragermatrix mit der Komponente A kann erfindungsgemaS durch folgende 
Verfahrensprinzipien bewerkstelligt werden: 

Entfernung des Losungsmittels nach Abkuhlung einer leicht erwarmten, 
mit den Proteinen A gesattigten Losung. Hierdurch wird die Loslichkeit der 
Proteine im Losungsmittel unterschritten und es kommt zur Abscheidung 
der Proteine im Gefuge des Tragers. Die Restlosung verarmt dadurch an 
Protein und der beschriebene Anreicherungseffekt wird entsprechend 
reduziert. Diese Moglichkeit ist durch den geringen Temperaturspielraum 
naturgemaR sehr eingeschrankt, macht aber insbesondere dann einen 
Sinn, wenn man im Hinblick auf einen gewissen "Startereffekt" der Osteo- 
poese einen Gehaltsgradienten des Proteins im Keramikgefiige wunscht. 

Entfernung einer Protein- oder DNA-haltigen Fliissigkeitsmischung, beste- 
hend aus organischem Losungsmittel und/oder Wasser, durch Sublima- 
tion, entsprechend der critical point-Trocknung. Durch den direkten Uber- 
gang der erstarrten Losungsmittelmischung in den gasformigen Zustand 
wird ein Transport des Proteins oder der DNA uber die Fliissigphase 
verhindert, wodurch eine gleichmaliige Verteilung des prazipitierten Pro- 
teins oder der DNA im Keramikgefiige erreicht wird. 
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Homogene Prazipitation von Protein im keramischen Tragergefuge aus 
einer Protein- enthaltenden organischen Losung durch Zufuhrung von z.B. 
Wasser, wodurch es zu einer raschen Prazipitation des Proteins und sonnit 
zur in situ Deposition im Keramikgefuge kommt. Diese Methode ist vielsei- 
5 tig einsetzbar und funktioniert bei Stoffpaarungen, bei denen das Protein 

im organischen Losungsmittel loslich ist, das reine Losungsmittel mit 
Wasser mischbar ist, nicht jedoch die Protein-haltige Losung. Hierzu 
konnen z.B. Acetonitril/Wasser, Propandiol-1 ,2/Wasser oder Propa- 
nol/Wasser u.a. eingesetzt werden. 

10 

Homogene Prazipitation von DNA im keramischen Tragergefuge aus einer 
DNA-haltigen Salzlosung (zum Beispiel 0,1 M NaCl oder 0,25 M NaAc) 
durch Zufuhrung von alkoholischer Losung, wie beispielsweise absoluter 
Ethanol, wodurch es zu einer raschen Prazipitation der DNA im Keramikge- 
15 fuge kommt. Die dotierte Tragermatrix kann bei Bedarf mit 70 % Ethanol 

gewaschen werden. 

Die erfindungsgemal^en Implantatmaterialien konnen auf ihre Wirksamkeit in 
gangigen Testsystemen wie z.B. dem bereits erwahnten Tiermodell der Ratte, 
20 dem Hund und dem Kaninchen oder aber bei Primaten getestet werden. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind daher eine pharmazeu- 
tische Zusammensetzung, enthaltend ein Implantatmaterial gegebenenfalls 
zusammen mit pharmazeutisch wie physiologisch vertraglichen Hilfs-, Verdunnungs- 

25 und/oder Fullstoffen, ebenso wie die Verwendung der erfindungsgemaUen 
Verbindungen in einer pharmazeutisch wirksamen Konzentration gegebenenfalls 
zusammen mit pharmazeutisch wie physiologisch vertraglichen Hilfs-, Verdunnungs- 
und/oder Fullstoffen zur lokalen Behandlung von Knorpel- und/oder Knochen- 
Erkrankungen und/oder von Schadigungen des Knorpel- und/oder Knochenge we- 

30 bes verursacht durch Verletzung, Operation, Degeneration oder Uberbelastung, 
bei Wirbeltieren, insbesondere Saugern wie Menschen. 
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Mit den erfindungsgemafSen Verbindungen konnen Erkrankungen die mit einem 
Knochenverlust einhergehen, wie er z.B. bedingt ist durch Alter, Stoffwechsel- 
erkrankungen oder entzundliche Prozesse, gezielt behandelt werden. 

5 Schadigungen des Knorpel- oder Knochengewebes sind denkbar nach Verletzun- 
gen, beispielsweise auch Sportverletzungen, Unfallen, Uberbelastungen des 
Bewegungsapparates oder konnen operationsbedingt, beispielsweise durch 
BohrlQcher im Knochen nach Entfernung von Schrauben fur kunstliche Befesti- 
gungsapparaturen oder nach Resektion von Tumorgewebe, auftreten. Besonders 

10 bevorzugt ist die gezielte lokale Behandlungen von Knochenfrakturen. Moglich 
sind auch die Verlangerung von GliedmaBen. Von besonderem Interesse sind 
auch Anwendungen im Zahn- oder Kieferbereich, wie z.B. die Behandlung von 
Parodontoses Sinuslift oder Zystenfiillung inn Kieferbereich. Anwendungen sind 
auch in der kosmetischen Chirurgie zu finden, insbesondere in der plastischen 

15 Chirurgie im Gesichtsbereich. Die erf indungsgemalSen Verbindungen ermoglichen 
auch die Fixierung zweier beweglicher Knochenteile wie z.B. die Verbindung 
zweier Ruckenwirbel uber eine neu gebildete Knochenbrucke wie es z.B. bei 
Bandscheibenproblemen von Vorteil sein kann. UmfalSt sind die genannten 
Behandlungsmethoden ferner im veterinarmedizinischem Bereich. 

20 

Die Dosis liegt je nach Art der Proteinkomponente und in Abhangigkeit von der 
Applikationsart, dem Krankheitsbild und dem Zustand des Patienten im Bereich 
von 10 //g bis 100 mg. Die Menge der Tragermatrix richtet sich nach der GroBe 
des zu behandelnden Knochen- bzw. Knorpeldefektes. 

25 

Bei der Verwendung von groBeren gepreBten Tragermatrixes wird die mechani- 
sche Befestigung durch z.B. Stahlstangen und -schrauben notwendig. 

Mit dem dieser Erfindung zugrundeliegenden synergistischen Effekt durch Kombi- 
30 nation von Wirkungsmechanismen zweier Komponenten in einer Verbindung, 
d.h. knorpel- und/oder knocheninduzierendes Protein und osteoinduktive Trager- 
matrix, konnen sehr gute Ergebnisse bei Behandlungen erreicht werden. 
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Ein Vorteil der erfindungsgemaSen Implantatmaterialien ist die Moglichkeit, 
Heilungsprozesse, die knorpel-/und Oder knocheninduzierendeReaktionenvoraus- 
setzen, wesentlich zu verbessern und zu beschleunigen. Dies hat vorteilhafter- 
weise eine deutliche Reduzierung der Leidenszeit bei Patienten, verkurzte 
Arbeitszeitausfalle und Reduktion der Krankenhausaufenthaltskosten zur Folge. 
Ein weiterer wirtschaftlicher Aspekt ist gegeben durch die wirkungsvolle Behand- 
lung der Volkskrankheit Parodontose, welche mit dem vorzeitigen Zahnverlust 
einhergeht. Wirtschaftlich steht somit der durch Parodontose-Behandlung mog- 
liche Zahnerhalt dem kostspieligen vorzeitigen Zahnersatz gegenuber. 

Es folgt eine kurze Beschreibung der Figuren: 

SEQ ID NO. 1 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des Vorlauferproteins 
des hunnanen TGF-S-Proteins MP52. Der Beginn des reifen Proteins liegt vorzugs- 
weise im Bereich der Aminosauren 361-400, besonders bevorzugt bei Amino- 
saure 381 oder 382. Der reife Proteinanteil enthalt die sieben konservierten 
Cysteine an den Positionen 400, 429, 433, 465, 466, 498 und 500. 

Figur 1 und 2 zeigen die osteoinduktive Wirkung der erfindungsgemafSen Trager- 
matrix im Vergleich zu einer biokompatiblen, aber nicht bioaktiven Matrix. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

{ 1 ) AliLGEMEINE ANGABEN : 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Biopharm Gesellschaft zur biotechnologischen 

Entwicklung von Pharmaka mbH 

(B) STRASSE: Czernyring 22 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEIT2AHL: 69115 

(A) NAME: GerontoCare GmbH Biomaterials & Medical 

Devices 

(B) STRASSE: Rossbergring 107 

(C) ORT: Reinheim/odw. 

(E) IxAND: Deutschland 

(F) P0STLEIT2AHL: 64354 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : 

Verbindungen mit verbesserter knorpel- und/oder 
knocheninduzierender Aktivitaet 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 1 

(iv) COMPUTER-IiESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 

(EPA) 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG : 

(A) ANMELDENUMMER : DE 19647853.7 

(B) ANMELDETAG: 19 -NOV- 1996 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 501 Aminosauren 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Arg Leu Pro Lys Leu Leu Thr Phe Leu Leu Trp Tyr Leu Ala Trp 
1 5 10 15 



Leu Asp Leu Glu Phe lie Cys Thr Val Leu Gly Ala Pro Asp Leu Gly 
20 25 30 



Gin Arg Pro Gin Gly Thr Arg Pro Gly Leu Ala Lys Ala Glu Ala Lys 
35 40 45 



Glu Arg Pro Pro Leu Ala Arg Asn Val Phe Arg Pro Gly Gly His Ser 
50 55 60 



Tyr Gly Gly Gly Ala Thr Asn Ala Asn Ala Arg Ala Lys Gly Gly Thr 
65 70 75 80 



Gly Gin Thr Gly Gly Leu Thr Gin Pro Lys Lys Asp Glu Pro Lys Lys 

85 90 95 



Leu Pro Pro Arg Pro Gly Gly Pro Glu Pro Lys Pro Gly His Pro Pro 
100 105 110 



Gin Thr Arg Gin Ala Thr Ala Arg Thr Val Thr Pro Lys Gly Gin Leu 
115 120 125 



Pro Gly Gly Lys Ala Pro Pro Lys Ala Gly Ser Val Pro Ser Ser Phe 
130 135 140 



Leu Leu Lys Lys Ala Arg Glu Pro Gly Pro Pro Arg Glu Pro Lys Glu 
145 150 155 160 

Pro Phe Arg Pro Pro Pro lie Thr Pro His Glu Tyr Met Leu Ser Leu 

165 170 175 



Tyr Arg Thr Leu Ser Asp Ala Asp Arg Lys Gly Gly Asn Ser Ser Val 
180 185 190 
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Lys Leu Glu Ala Gly Leu Ala Asn Thr lie Thr Ser Phe lie Asp Lys 
195 200 205 



Gly Gin Asp Asp Arg Gly Pro Val Val Arg Lys Gin Arg Tyr Val Phe 
210 215 220 



Asp lie Ser Ala Leu Glu Lys Asp Gly Leu Leu Gly Ala Glu Leu Arg 
225 230 235 240 

lie Leu Arg Lys Lys Pro Ser Asp Thr Ala Lys Pro Ala Ala Pro Gly 

245 250 255 



Gly Gly Arg Ala Ala Gin Leu Lys Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gly Arg 
260 265 270 



Gin Pro Ala Ser Leu Leu Asp Val Arg Ser Val Pro Gly Leu Asp Gly 
' 275 280 285 



Ser Gly Trp Glu Val Phe Asp lie Trp Lys Leu Phe Arg Asn Phe Lys 
290 295 300 



Asn Ser Ala Gin Leu Cys Leu Glu Leu Glu Ala Trp Glu Arg Gly Arg 
305 310 315 320 

Ala Val Asp Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Arg Ala Ala Arg Gin Val 

325 330 335 



His Glu Lys Ala Leu Phe Leu Val Phe Gly Arg Thr Lys Lys Arg Asp 
340 345 350 



Leu Phe Phe Asn Glu lie Lys Ala Arg Ser Gly Gin Asp Asp Lys Thr 
355 360 365 



Val Tyr Glu Tyr Leu Phe Ser Gin Arg Arg Lys Arg Arg Ala Pro Leu 
370 375 380 



Ala Thr Arg Gin Gly Lys Arg Pro Ser Lys Asn Leu Lys Ala Arg Cys 
385 390 395 400 
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Ser Arg Lys Ala Leu His Val Asn Phe Lys Asp Met Gly Trp Asp Asp 

405 410 415 



Trp lie lie Ala Pro Leu Glu Tyr Glu Ala Phe His Cys Glu Gly Leu 
420 425 430 



Cys Glu Phe Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn His Ala Val 
435 440 445 



lie Gin Thr Leu Met Asn Ser Met 
450 455 



Cys Cys Val Pro Thr Arg Leu Ser 
465 470 

Ser Ala Asn Asn Val Val Tyr Lys 

485 



Asp Pro Glu Ser Thr Pro Pro Thr 
460 



Pro lie Ser lie Leu Phe lie Asp 
475 480 

Gin Tyr Glu Asp Met Val Val Glu 
490 495 



Ser Cys Gly Cys Arg 
500 
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Figur 1 und 2 zeigen die osteoinduktive Wirkung der erfindungsgemaBen Trager- 
matrix im Vergleich zu einer biokompatiblen, aber nicht bioaktiven Matrix. 

In Figur 1 ist die Knochenbildung in den Poren einer bioinerten Matrix z.B. AI2O3 
5 (1 in Fig. 1) schematisch dargestellt. Figur 3 zeigt im Gegensatz dazu die osteo- 
induktive Wirkung der erfindungsgemaSen Calciumphosphat-Matrix (1 in Fig. 2) 
in einer sonst identischen Implantationssituation: 

In beiden Fallen wurden zylindrische Implantate (1) (Aussen -0:6 mm) mit 
10 einer often durchgangigen Makroposositat (Porendurchmesser ca. 0,5 bis 0,7 
mm 0) in den kompakten Knochen (Schienbeinknochen eines Hundes) implan- 
tiert. Der kompakte Lagerknochen (2) mit deutlich sichtbarer gerichteter "Lamel- 
lenstruktur" bildet nach kurzer Implantationszeit um das Implantat neuen Kno- 
chen, der den Zwischenraum zwischen Bohrloch im Knochen und den Aus- 
15 senrand des Implantates zu uberbrucken (3) sucht. Ausserdem bildet sich auch 
in den Poren des Implantates neuer Knochen (4a in Fig. 1 und 4b in Fig. 2). 

Der grundlegende Unterschied zwischen den beiden Implantatmaterialien besteht 
darin, g sich der Knochen im osteoinduktiven Implantatmaterial (4b in Fig. 2) 

20 unmittelbar und spontan auf den Innenflachen der Poren bildet und die Trager- 
matrix als Nukleationsort benutzt und von dort aus den gesamten Implantatbe- 
reich ausfullt. Im Gegensatz dazu wachst der Knochen im nicht-bioaktiven 
Material (Fig. 1) sehr zogernd durch die Porenmitten und vermeidet auch auf 
Dauer jeden direkten Kontakt mit dem Implantatmaterial. Aus diesen Unterschie- 

25 den ergibt sich eine sehr intensive und schnelle Verbundbildung beim osteoin- 
duktivem Material (Fig. 2) und eine zogernde, von Osteoklastentatigkeit beglei- 
tete unvollstandige Verbundbildung beim "bioinerten" Material (Fig. 1). 
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Patentanspruche 

Bioaktives Implantatmaterial fur den Knochenersatz mit Knorpel- und/oder 
Knochen-bildender Aktivitat bestehend aus zwei Komponenten A und B, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS A ein auf B aufgebrachtes, osteoinduktives Protein oder Proteinge- 
misch Oder fur ein oder mehrere derartige Proteine kodierende DNA ist 
und B ein Matrixmaterial aus Calciumphosphat ist, welches selbst osteo- 
gene Aktivitat besitzt. 

Implantatmaterial nach Anspruch 1 , wobei Komponente A ein oder mehre- 
re homo- Oder heterodimere Proteine der TGF-R-Superfamilie mit knorpel- 
und/oder knocheninduzierender Aktivitat, vorzugsweise der GDF- oder 
BMP-Familie, oder Fragmente davon umfaSt oder dafur kodierende DNA- 
Sequenzen. 

Implantatmaterial nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Komponente A 

(a) den reifen Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile 
der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Proteinsequenz enthalt, 

(b) Teile des reifen Anteils von (a) enthalt, die im wesentlichen diesel- 
be Aktivitat aufweisen, insbesondere reife Proteine mit veranderten 
N-Terminus, 

(c) Teile entsprechend (a) oder (b) enthalt, die aufgrund der Herkunft 
des Proteins aus anderen Wirbeltieren von SEQ ID NO. 1 abwei- 
chen, aber im wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen, 

(d) neben Teilen des reifen Proteins gemalS (a), (b) oder (c) noch Teile 
eines anderen Proteins aus der TGF-yff-Superfamilie in Form eines 
Fusionsproteins enthalt, 

(e) neben monomeren reifen Proteinen gemalS (a) bis (d) noch ein 
Monomer eines anderen Proteins aus der TGF-)?-Superfamilie unter 
Ausbildung von Heterodimeren enthalt, 
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(f) neben dimeren reifen Proteinen gemalS (a) bis (e) noch mindestens 
ein Dimer eines anderen Proteins aus der TGF-;ff-Superfamilie ent- 
halt. 

Implantatmaterial nach einem der Anspruche 1 bis 3 , wobei B eine biode- 
gradable oder/und bioaktive Tragermatrix aus Tricalciumphosphat-Keramik 
bedeutet, welche aus einer kristallographisch phasenreinen a- oder 
Tricalciumphosphat-keramikmiteinerinterkonnektierendenMikroporositat 
im Bereich von 20-60 % ihres Volumens besteht und allein bereits kno- 
cheninduzierende Eigenschaften besitzt. 

Implantatmaterial nach Anspruch 4, wobei B eine biodegradable oder/und 
bioaktive Tragermatrix aus kristallographisch phasenreiner a- oder 
Tricalciumphosphat-Keramik bedeutet, deren PrimarkorngroSe im Bereich 
von 10-40 /ym liegt und die in einer fur die medizinische Anwendung 
hergestellten Suspension in geeigneten Flussigkeiten wie Wasser, Serum, 
Plasma und Blut keine Riesenzell- oder Bindegewebeinfiltration in das 
Implantat verursacht. 

Implantatmaterial nach Anspruch 4 oder 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS es in Form einer injizierbaren Suspension vorliegt. 

Implantatmaterial nach Anspruch 4, 5 oder 6, wobei B eine biodegradable 
und bioaktive Tragermatrix aus kristallographisch phasenreiner a- oder fi- 
Tricalciumphosphat-Keramik bedeutet, welche A in kontrolliert retardierter 
Weise ("controlled release") in dem MaRe freisetzt wie B dem chemischen 
Abbau im Knochenlager unterliegt. 

Verfahren zur Herstellung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem 
der Anspruche 1 bis 7, bei dem das Protein oder die DNA-Sequenz A als 
Losung in einem physiologisch unbedenklichen, mit Wasser mischbaren 
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Losungsmittel oder in entsprechenden Losungsmittelgemischen in die 
mikroporose Struktur der biokompatible Matrix B so aufgebracht wird, daB 
eine homogene Verteilung von A in und/oder auf der mikroporosen Struk- 
tur der Matrix erreicht wird. 

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, wobei das 
Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch durch Sublimation, vorzugs- 
weise durch Gefriertrocknung, entfernt wird. 

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, wobei das 
Protein oder die DNA-Sequenz A durch in situ-Prazipitation in der Matrix 
B aus dem Losungsmittel durch Zumischen eines prazipitierenden L6- 
sungsmittels, vorzugsweise Wasser oder Ethanol, angereichert wird. 

Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend ein Implantatmaterial 
nach einem der AnsprCiche 1 bis 7 gegebenenfalls zusammen mit pharma- 
zeutisch wie physiologisch vertraglichen Hilfs-, Verdunnungs- und/oder 
Fullstoffen. 

Verwendung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem der Anspru- 
che 1 bis 7 oder einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach An- 
spruch 1 1 zur lokalen Behandlung von Erkrankungen, die den Knorpel 
und/oder Knochen betreffen, oder/und von Schadigungen des Knorpel- 
und/oder Knochengewebes, die durch Verletzung, Operation, Degenera- 
tion Oder Uberbelastung verursacht wurden. 

Verwendung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem der AnsprCi- 
che 1 bis 7 Oder einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach An- 
spruch 11 zur Behandlung von Knochendefekten wie z.B. Parodontose, 
Sinuslift, Zystenfullung im Kieferbereich, Knochenfrakturen, Knochener- 
satz sowie zum Einsatz in der kosmetischen und plastischen Chirurgie und 
zur Fixierung beweglicher Knochenteile. 
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Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein bioaktives Implantatmaterial mit knorpel- 
und/oder knocheninduzierender Aktivitat, bestehend aus zwei Komponenten A 
und B, wobei A ein Knochen- und/oder Knorpel-induzierendes Protein oder 
Proteingemisch und bevorzugt ein oder mehrere Proteine aus der TGF-(S Superfa- 
milie, vorzugsweise MP52, oder eine hierfur kodierende DNA-Sequenz ist und B 
eine Tragermatrix aus Calciumphosphat-Keramik mit interkonnektierender Mikro- 
porositat, welche allein bereits knocheninduzierende Eigenschaften besitzt, ist. 
Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstellung dieser Verbindungen und Verwen- 
dung zur Behandlung von Erkrankungen die den Knorpel- und/oder Knochen 
betreffen sowie zur Behandlung von Schadigungen des Knorpel- und/oder Kno- 
chengewebes. 
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